


Einwirkung von Alkoholen auf die Hitzegerinnung 
acetatgepufferter Eiweiblésungen. 


Von 
Torsten Teorell. 


(Aus der physiologisch-chemischen Abteilung des Karolinischen Instituts 
zu Stockholm.) 


(Eingegangen am 7. Oktober 1930.) - 
Mit 7 Abbildungen im Text. 


Uber die Hitzegerinnung in Gegenwart von Alkohol und Salzen findet 
man in der Literatur beinahe nur Angaben in Verbindung mit Ausein- 
andersetzungen iiber das Bence-Jones sche Eiweib, das bei gewissen patho- 
logischen Zustinden im Harn vorkommt. Beim Nachweis desselben hat 
man gefunden, daB Alkohol in einer Konzentration von wenigstens 10 bis 
20°, ein gutes ,,Adjuvans“ ist, das zur Wiederauflésung des ausgeflockten 
EiweiBes in Hitze beitragt [Malengrau (1), Blix (2)]'. Blix benutzt 
einen 0,42 mol. Acetatpuffer bei px = 4,7. Wu (3) hat festgestellt, 
daB Alkohol die Hitzegerinnungstemperatur senkt. Bei Versuchen 
zum Nachweis von Bence-Jonesschem Eiwei8 im Harn ist es von 
Interesse zu wissen, wie sich gewohnliche BluteiweiBarten in Gegenwart 
von Alkohol-,,Adjuvans verhalten. Blix gibt an, dab die Serum- 
albuminflockung durch Alkohol nicht beeinfluBt wird. Blix fiihrt aber 
keine Versuche an, und da solche in der Literatur auf diesem Gebiet 
tiberhaupt nicht vorzuliegen scheinen, habe ich hier untersucht, 
welche Einwirkung Alkohol bei verschiedener Wasserstoffionen- 
konzentration, verschiedener Pufferkonzentration und anderem auf die 
Hitzegerinnung von Serumalbumin ausiibt. 


Methodik. 


In besonderen, zum direkten Einsetzen in den Triibungsmesser ge- 
eigneten Probierrohren wurden Acetatpuffer, Alkohol und Wasser in ge- 
wiinschten Proportionen gemischt, so da8 schlieBlich nach Zusatz des 


1 Vgl. dazu Willheim, Ball u. Mandula, diese Zeitschr. 180, 231, 1927. 
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Albumins ein Volumen von 10 cem erreicht wurde. Vor der Erhitzung 
eventuell entstandene Triibungen wurden im Nephelometer auf ihre Starke 
hin bestimmt. Die Hitzegerinnung selbst wurde durch Einstellen der 
Rohre in ein kochendes Wasserbad, 2 bis 3 Minuten lang, ausgetiihrt. Die 
Abkiithlung wurde unter der Wasserleitung bewerkstelligt. 

Das Serumalbumin (vom Pferd) war umkristallisiert und elektro- 
dialysiert worden. Die Lésung wurde dann mehrere Monate unter Toluol 
aufbewahrt. Sie enthielt 0.59% Albumin (0,094° N), bestimmt nach 
Teorell (4). 

Alkohole. Die Methyl-, Athyl- und Propylalkohole waren Kahlbaum- 
Priparate. Die Konzentrationen derselben sind in Volumprozenten an- 
gegeben. 

Die Acetatpufferlésungen (Tabelle I) hatten alle die gleiche Konzentra- 
tion von Na-Acetat (,,Salzkonstanz‘“‘), die Essigséuremenge hingegen war 
verschieden. In der Regel wurden 2 cem verwendet. 


Tabelle I. 


Acet at pufferlésungen. 





a Nr.: 1 2 3 4 5 6 7 
Konz. Essigsaure . 25,0 14,5 8,50 : = = 
2 5n ; = _ —_ 25.0 10.7 4.6 1.3 
2.5n Na- Acetat a 25,0 25,0 25.0 25,0 259 25,0 | 25,0 
wee. ese we se _ 10.5 16.5 -- 14.3 20,4 23,7 
ie a 3,99 431 4.69 4,89 5,23 5.91 6,13 
pu(20% CyH,O0H)T 4,03 428 481 5.07 5,37 6,00 6,35 


* Spektrophotometrisch mit Nitrophenolindikatoren (Michaelis) gemessen. 
+ Pu fiir Nitrophenolindikatoren in 20°/9 Alkohol nach Michaelis und Mizutani, diese 
Zeitschr. 147, 7, 1924. 


Messungen der Triibungsstdrke wurden mit dem Zeiss schen Triibungs- 
messer (5) ausgefiihrt. Es wurde Filter L1 (A etwa 625 wu) benutzt. 
Indem man in der einen Wanne des Triibungsmessers nahezu kochendes 
Wasser hatte, wurde es erméglicht, die Triibungsstarke in Hitze un- 
mittelbar nach der Koagulation zu messen. Als Vergleichstriibung 
wurde ein zum Apparat gehériges Opalglasprisma verwendet (dessen 


,, Extinktionskoeffizient’’ oder Schwachungskonstante pro Zentimeter 


0,132 bei 2 = 625 betrug). Die Triibungsstarke ist in ,,Prismaeinheiten“ 
gemessen. Man darf jedoch nicht vergessen, daB die Triibungswerte 
kein vollig adaquates MaB fiir die EiweiBkonzentration geben, sondern 
daB verschiedene TeilchengréBen und ahnliches die Strablungseffekte 
verandern kénnen. In jedem Falle sind die Werte der Triibungsstirke 
mit bloBem Auge symbat. 


1. Einflu8 der H'-Konzentration. 


Zu diesen Versuchen wurden 2ccm Puffer + X cem Alkohol 
+ H,0, in einer Menge von zusammen 9 ccm, verwendet. Dann wurde 
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1 ccm Serumalbumin hinzugesetzt. Nachdem die Mischung 20 Minuten 
gestanden hatte (eventuell Triibung gemessen), wurde sie 2 Minuten 
lang im kochenden Wasserbad erhitzt; dann wurde abgelesen und ab- 
gekihlt. Die Resultate sind in Tabelle I] und in Abb. 1 zusammen- 
gestellt. 











——-—Jp Hitze 





Abb. 1. 


Tabelle Il. 
Alkoholeinwirkung auf die Hitzegerinnung bei verschiedener H’-Konzen- 
tration (Na-Acetat-Konzentration = 0,25n). (Starke der entstandenen 
Triibung in ,,Prismaeinheiten“.) 








Vol.-%q p Puffer Nr. eS a 
C,H;OH 2 3 4 5 6 1 
; 0 
a) Vor der | ~ 


Erhitzung | 9 
| 0,26 O17 138 | 185 19,2 19,3 0,42 
b) In Hitze 5 0.27 0,22 0,42 6.8 7,2 4,5 0.20 
| 02 O02 0383 020 027 020 026 
S 7 . § ¢ 
c) Abcekahit | ) 0,26 0.17 1,40 18,3 19,0 19.0 0.4 


ye 5 030 022 O48 83 . 83 £458 028 
(20Min.!) | 99 922 029 O57 218 226 18 062 


Aus der Tabelle und besonders aus Abb. 1 geht hervor, daB sich 
die Hitzegerinnung nur innerhalb eines scharf begrenzten py-Gebiets 
4,8 bis 6,0 abspielt. Ferner sieht man, daB die Gegenwart von Alkohol 
die Triibungsstirke stark verringert. Zudem zeigt es sich, da die 
Flockung der alkoholhaltigen Lésungen beim Abkihlen zunimmt; man 
vergleiche vor allem die Serie mit 20 °,, Alkohol, welche in Hitze beinahe 
vollig klar ist, beim Abkiihlen aber deutlich triibe wird. Dieser Prozeb 
ist gréBtenteils reversibel, denn bei erneuter Erhitzung werden die 


* 
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Lésungen wieder klar und beim Abkiihlen wiederum triibe; ein Ver- 
halten, tiber das im folgenden naher berichtet werden wird. 

Beachtenswert ist, daB auf der sauren Seite von pu 4,8 keine 
Ausflockung zustande kommt. Dieser Umstand kann méglicherweise 
damit zusammenhangen, daB das EiweiB bei diesen H’-Konzentrationen 
eine entgegengesetzte Ladung zu den Acetationen besitzt, die hier 
in starker Konzentration vorhanden sind. Der isoelektrische Punkt 
des Serumalbumins liegt nimlich bei pa 4,7 bis 5,5, wenigstens in salz- 
armer Lésung. 

Beim Studium des Einflusses der Puffer- und Alkoholkonzentration 
wurde im folgenden die H-Konzentration auf pa 4,8 bis 5,1 (je nach 
der Alkoholkonzentration) festgelegt. Hierzu wurde Puffer Nr. 4, 
d.h. gleiche Konzentrationen von Essigsiéure und Acetat (s. Tabelle I) 
verwendet. Das Eiweif mu®B demnach bei diesen Versuchen in seinem 
isoelektrischen Zustand oder wenigstens in der Nahe desselben ge- 
wesen sein. 

2. EinfluB der Acetatkonzentration. 

In diesen Versuchen wurde die Acetatkonzentration (bei px 4,8 
bis 5,1, Puffer Nr. 4) von 0,025 bis 1,5 mol. teils ohne, teils in Gegen- 
wart von 20°, Athylalkohol variiert. Die Resultate sind in Tabelle III 
und in der Abb. 2 wiedergegeben. 
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Tabelle III. 


Variation der Acetatkonzentration bei verschiedenem Alkoholgehalt. 











(pu = 4,8 bis 5,1; Seralbumin = l ecem; Gesamtvolumen 10 ccm.) 
a Puffermenge in cem oder molarer Konzentration 
aC 0.1 0,2 | od OB Lo 2.0 “6.0 Anmerkung 
>| 0,025 0,050 0,10 0,20 0,25 0.50 1.5 
a) Vor der Er- | 0 O11 O11 O10 010 010 0,08 — — 
hitzung(20Min.; 20, 0,31 0,26 019 O44 O11 0,14) 0,11. | Parallel- 
nach Mischung) 20 0,82 0,26 0,19 014 O15 0,18) O11. | versuche 
| 0/182 184 183 |18,2 |168 14.5 |12,5 
b) In Hitze 20 12,1 7,1 Sz 1,2 0,97 0,21 | Parallel- 
| 20 122 68 28) 16 11 0,22) 0,16. | versuche 
0/18, 17,0 189 185 164 14,0 14,0 
ec) Abgekihlt 20 ||13,.0 | 93 4,7 | 2,9 | (5,72)| 1,2 20Min. gekihlt 
| 20/118! 838 41) 22/26 | 06/08 2. . 
= 0/184, — — 13.5 
d) Wieder | 99 192 72 36 





11 (2,2?) 0,39 


erhitat ) 59 


Beim Studium der Tabelle LI] und der Abb. 2 sieht man, dab 
die Acetatkonzentration eine sehr groBe Rolle spielt. Das Acetat 
,hemmt* in steigender Konzentration die Hitzegerinnung, ein Effekt, 
den man schon ohne Gegenwart von Alkohol angedeutet findet, der aber 
in alkoholhaltigen Lésungen stark ausgeprigt ist. 
man wieder, da} Abkihlung der alkoholhaltigen Proben die Triibung 
verstirkt, welche bei erneuter Erhitzung teilweise véllig verschwindet. 
Diese ,,Wiederauflésung“, wenn man diesen Ausdruck anwenden 
kann, tritt bei den héchsten benutzten Acetatkonzentrationen sehr 
deutlich zutage. 


Ebenso beobachtet 


Die zwar geringe, aber sichere Triibung, welche in den Alkohol- 
lésungen schon vor dem Erhitzen, einige Zeit (20 Minuten) nach dem 
tiweiBzusatz, auftritt, ist bemerkenswert. Auch hier scheint eine ge- 
steigerte Acetatmenge eine ,,Hemmung™ zu verursachen (s. Tabelle LIT 
und in der Abb. 2 der schwarz ausgefiillten, untersten Teil!). 

Beim Studium der Bedeutung der EiweiB- und Alkoholkonzentration 
ist im folgenden die Pufferkonzentration auf 0,5 mol. (2 ccm Puffer 
Nr. 4 in 10 com Gesamtvolumen) festgelegt worden, weil diese Konzen- 
tration, ohne unbequem hoch zu sein, stark ,,hemmend* wirkt. 


3. Einflu8 der Eiwei8konzentration. 


In diesen Versuchen wurde die Eiweibmenge zwischen 0,1 und 
4ccm entsprechend 0,059 und 2,36°/,, Serumalbumin im 


Probe- 
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volumen variiert'. Der Alkoholgehalt betrug 0 und 10 und 20°; 
pu = 4,7 bis 5,1. Die Acetatkonzentration war 0,5 mol. Die Resultate 
sind aus Tabelle IV und Abb. 3 ersichtlich. 


Tabelle IV 


Hitzegerinnung verschiedener EiweiBmengen bei variierender Alkohol- 
konzentration. (pu = 4,8 bis 5,1. Acetatkonzentration = 0,5 mol.) 





i} 
BS | a nee eRe ee 


Eiweifikonzentration in cem oder 8/99 





















0,10 0,20 0,40 0,60 0,80 
5 | 0,059 0,12 0,24 0,36 0.47 
0 0.09 010 a - at 
a) Vor der | 10 0.10 = 0,11 0.11 
Ehitewng || 99 | 008 | — | o11| — | — 
(] O | 023) 12 | a4 | 88 | 124 
b) In Bites 10 O10 O14 O88 O78 13 
| 290 009 010 012 024 0.32 
(| 0 028) 12 | 88 85 128 
c) Abgekihit? 10 0.14 028 052 098 21 
| 20 O12 019 025 052 O71 
. 0 | 084/116 | 40 | 85 | 121 
d) W weed 30 O14 | 020 | 058 1.0 20 
erhitzt || 20 | 018 | 0,17 | 0,18 | 0,82 0,86 
. ? 
| Ohne 
al ls0) 
5 j | | eat 
—~—— ln Hitze 
—— abgehihit 
w # t t y aes 
* 10% 
$ CoHsbH 
3 
87 4 = 
i 
3 
Re 
> (eens SE liebe ots * 20% 
CMs 
O72 O24 036 048 Q60 Q7 Yoo 
Eiweib 
Abb. 3. 


1,0 
0,59 


0,16 


0,12 
14.9 

2.6 

0,50 


Die Tabelle und die Kurven zeigen, daB zwischen Eiweibgehalt 
und Triibungsstarke keine direkte Proportionalitaét vorliegt. Bei hheren 
Albuminmengen ist die Triibung verhailtnismaBig gréBer, mit anderen 


! Dies ist ungefaihr die GréBenordnung des EiweiBgehalts im pathologi- 
schen Harn bei getinger Verdiinnung. 
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Worten, die ,,Koagulationshemmung: macht sich bei kleinen Eiweif- 
konzentrationen relativ mehr geltend. 


4. EinfluB der Alkoholkonzentration. 


Bei diesen Versuchen wurde die Alkoholmenge zwischen 0 
und 70°,, C,H,;OH variiert. (Cber Versuche mit anderen Alkoholen, 
nimlich Methyl- und Propylalkohol, wird im nachsten Abschnitt 5 
berichtet.) Der EiweiBgehalt wurde auf 0,30, 0,60 und 1,20°/,, gehalten. 
pu = 4,7 bis 5,1. Die Acetatkonzentration war 0,5 mol. Die Resultate 


sind in Tabelle V und in der Abb. 4 zusammengestellt. 


Tabelle V. 


Hitzegerinnung bei verschiedener Athylalkoholkonzent ration. 











(pu 4,7 bis 5,1. Acetatkonzentration 0,5 mol.) 
Eiweifs %/o C2 Hs ibaa 
Poo 0 1,25 2,5 5,0 7,5 10,0 12,5 15,0 
} 
/ 
‘ { 0,30 0,92 0,02 0,02 0,02 0,03 0,04 0,03 0,08 
e) Vor der ‘| o69 || on8| — | — | oo] — | - - |= 
Erhitzung | 1.20 002 — =f re 0.02 ce 
| 0,39 (4,7) 5.0 23 1.8 1.3 0.77 0.70 0.50 
b) In Hitze 060 145 125 97 57 29 118 138 . 030 
| 120 (1460) 180 160 15.9 100 65 43 20 
| 0,30 5.2 53 2.7 2,1 1,4 1,0 O80 0,57 
c) Abgekahit! 0.60 144 126 102 62 36 23 20 ° 0,70 
| 120 160 209 200 158 120 100 67 59 
1) Wieder | 989 55 | 42 | 29 19 18 | 12 0,90 0,54 
‘ hi - 060 144 120 101 69 385 29 20 0,60 
erhitst || 199 | —*|—* | —* | 161 | 115 | 87 | 48 | 42 
* Grobe Flocken abgesetzt. 
EiweibB %lo CoH; .OH 
0 - 17,5 20 30 40 50 60 70 
\V 0.39 0,02 0,03 0,02 0,96 0.93 0,04 2.5 
ppt Bene 0,69 — — 045 16 2.4 24 5,8 
Erhitzung | 190 | 017 038 11 25 me : 
( 030 048 030 020 025 0,23 021 0,40 
b) In Hitze 0.60 033 022 O15 O81 020 020 0,50 
| 1290 oof 035 030 02 - He 
j 030 059 052 140 24 1.4 0,3 0.8 
c) Abgekiihlt} 0,60 067 099 26 3.6 29 1,7 3,2 
li 120 | 30 | 388 | 85 | 62 hae : ; 
” 039 O68 036 020 020 027 #4290148 048 
. | 060 060 048 017 0m 
erhitzt | 120 | 16 | 0.70 030 0/24 
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Abb. 4. 


Betrachtet man Abb. 4, die einen besseren Uberblick als die Tabelle 
gibt, so geht daraus folgendes hervor: 


a) Schon vor dem Erhitzen tritt bei etwa 20°, C,H;OH eine 
Tribung auf, die mit steigendem Alkoholgehalt zunimmt. Makro- 
skopisch hatte die Triibung ein opaleszentes Aussehen. 


b) Die ,,Kalte-Triibung Jést sich beim Erhitzen (zum Kochen) 
volistandig klar fiir das Auge, kommt aber beim Abkiihlen verstarkt 
wieder. Diese Reversibilitét laBt sich bei wiederholtem 


Erhitzen 
— Abkiihlen nachweisen. 


ec) Nach Erhitzen und bei konstanter, hoher Temperatur wird das 
Verhalten umgekehrt. Nur bei der Alkoholkonzentration < 20°, 
kommt eine Triibung zustande. Bei abnehmender Alkoholmenge 
nimmt diese sehr rasch zu. Bemerkenswert ist, daB schon ein paar 
Prozent C,H,OH-Gehalt ,,hemmend* einwirken. 


d) Abkihlung verandert die Flockung bei < 15°, Alkohol nicht 
nennenswert. Bei 15 bis 20°, tritt jedoch in den vorher ziemlich klaren 
Lésungen eine starke Tribung ein, die bei erneutem Erhitzen reversibel 
ist. Dies ist besonders auffallig bei 40°, C,H,OH. Die Abnahme, 
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die man bei noch mehr gesteigerter Alkoholmenge (bei etwa 60°.) 
angedeutet findet, beruht darauf, daB diese Lésungen langsamer triibe 
werden. LaBt man die Rohre nach dem Abkiihlen eine Stunde linger 
stehen, gleicht sich der Unterschied aus. 


Bei dem ,,Flockungsminimum*“, das nach Hitzegerinnung in Kilte 
mit etwa 17°,, Alkoholgehalt beobachtet wurde, war das Eiweif in 
millimeterlangen, fadenférmigen Flocken vorhanden. Bei niedrigen 
Alkoholwerten entstanden nach einiger Zeit amorphe  Flocken, 
bei hohen  stellte sich eine sehr feindisperse Triibung ein, die 
stundenlang nicht sedimentierte. Es ist wahrscheinlich, dab die 
fadenférmige Struktur des EiweiBes einen kleineren Triibungswert 
gibt als eine mehr fein verteilte und mehr homogene Fallung. 
Das ,,Flockungsminimum™ ist daher vermutlich nur ein schein- 
bares. 


5. Einwirkung verschiedener Alkohole. 


Die Versuche im vorhergehenden Abschnitt wurden nun dahin 
erweitert, daS in derselben Weise wie der bisher gepriifte Athyl- 
alkohol Methyl- und Propylalkohol verwendet wurden. Die py-Werte 
mit Athylalkohol liegen bei pu 4,8 bis 5,1. Bei héherem Prozentgehalt 
davon als 20 diirfte die Verschiebung nach der alkalischen Seite hin 
etwas gréBer gewesen sein. Die px-Verschiebung des Metbyl- und Propyl- 
alkohols wurde nicht untersucht. Unter allen Umstanden diirfte die 
H -Konzentration innerhalb des Gebiets gelegen sein, das optimale 
Ausfallung hervorruft (vgl. Abb. 1). 


In den Tabellen sind Angaben iiber die Dielektrizitaétskonstante 
und die relative Oberflichenspannung fiir die betreffenden Alkohol- 
mischungen aufgenommen worden. Die Dielektrizitatskonstante ist 
aus den Kurven fiir Alkohol-Wassermischungen nach Berliner und 
Riiter’ errechnet. Die Oberflichenspannung wurde in den ein- 
zelnen Proben nach Zusatz des EiweiBes, aber vor der Erhitzung 
untersucht, indem die Tropfenanzahl aus einer Kapillarpipette, 
die als provisorisches Stalagmometer diente, festgestellt wurde. 
Als Einheit wurde die Tropfenanzahl fiir Wasser angenommen. 
Die berechnete  ,,relative Oberflachenspannung ist deshalb ein 
MaB, das nur die GréBenordnung der Oberflachenspannung 
angibt. 


Die Versuchsergebnisse sind in Tabelle VI und in Abb. 5 wieder- 


gegeben. 


1 Kolloidzeitschr. 47, 255, 1929. 
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Kinwirkung verschiedener Alkohole auf Serumalbumin. px 
Acetatkonzentration 


T. Teorell: 


Tabelle VI. 


a) Met hylalkohol. 


= 0,5 mol. 


4,8 bis (5,5). 























Vol.-07, CH;OH....... 0 10 2 | 30 40 50 
|; Seno ee ee oe ee 81 78 74 70 67 62 
Relat. .Oberflichenspannung* . 1,0 0,87 0,73 0,64 0,57 0.54 
a) Vor Erhitzung . 0,12 0,54 1,1 3,1 6,7 11,2 
b) In Hitze 19,5 8,3* 5.6* 2,1 3.5 7.1 
ec) Abgekiilhlt. 22,9 19,2* 8,3* 9,3 11.1 14,3 
b) Wieder erhitzt . 20,5 8,7* 5.6* 1,82 4.5 8.7 
b) Athylalkohol, 
Vol.-°)9 CgH;O0OH ...... 0 10 20 30 40 50 
Ve ee ee ae ee eee 81 77 73 67 62 ie 
Relat. ,Oberflichenspannung™ . 1,0 0,71 O57 0,49 0,45 0,42 
a) Vor Erhitzung . 0,10 0,18 0,29 1,25 1,65 0,67 
b) In Hitze 18.0 2,2° 0,24 0.40 0.40 0,72 
ce) Abgekiihlt . 21,0 3.6 * 1,2 3,2 3.9 4.5 
d) Wieder erhitzt. 20,0 2,8* 0,43 0,43 0.41 0,32 
c) Propylalkohol. 
Vol.-9/,, C;H7OH ......- 0 10 20 30 40 50 
ey hae Oa ale © Oe se 81 75 7 64 58 50 
Relat. ,Oberflichenspannung* . 1,0 0,50 0,39 0,36 0,35 0,37 
a) Vor Erhitzung . 010 0.10 0,13 0,11 0,1 0,11 
b) In Hitze 19.5 0.64 * 0,14 0,14 0,1 0,11 
ce) Abgekihlt . 21,0 1,8* 1,9 O11 0,1 O11 
d) Wieder erbitzt. 20,0 1,0* 2,2 0.12 0,1 013 
* = fadenfirmige Flocken. 
a re 8 -> — 
| 
10} 
SH 
c | 
3 | 
SS 
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| : CHOH 
gl : .—S————— 
10 20 0 40 % 50 1 26 JO 40 To 50 
Alkoho/ Alkohol 
Abb. 5b. Abb. 5c. 
Nach Hitzegerinnung, abgekiihlt. Wieder erhitzt. 


Aus den Tabellen und aus der Abb. 5 sieht man, daB Methylalkohol 
bei hinreichendem Gehalt schon vor Erhitzung kraftig ,,denaturierend** 
wirkt, wahrend mit Athylalkohol dieser Effekt weniger ausgepragt 
ist und nur bei > 20°, auftritt. Mit Propylalkohol wurde keinerlei 
,, Kalte“-Einwirkung konstatiert. 

Nach Hitzegerinnung und Abkiihlung macht sich eine hemmende 
Wirkung (Abb. 5b) geltend, die gemaifB der homologen Serie C,H,OH 

-C,H,OH > CH,OH ansteigt. Besonders beachtenswert ist, dab 
Propylalkohol bei > 20, eine Hitzeausflockung vollstindig ver- 
hindert. In der Nahe von 20°,, Alkohol tritt auch fiir Methylalkohol 
dasselbe ,,Minimum“ auf, das frither fiir Athylalkohol nachgewiesen 
wurde und nun bekraftigt wird. 

Bei erneuter Erhitzung kommt ein vorher beobachteter Effekt 
zum Vorschein (Abb. 5c), namlich daB sich bei Alkoholgehalten von 
~ etwa 17°, die Triibungen mit Methylalkohol teilweise und mit 
Athylalkohol ganz auflésen. Die Propylalkoholmischungen blieben 
immer klar. ‘ 

In den Abb. 6 und 7 sind die Beziehungen zwischen Triibungsstarke 
und Dielektrizitétskonstante bzw. Oberflaichenspannung graphisch 
dargestellt. Diese Kurven zeigen, daB eine ziemlich geringe Senkung 
der Dielektrizitétskonstante auf 70 bis 75 teils die Entstehung eines 
Kaltekoagulats, teils die Ausbildung eines ,,Flockungsminimums“, 
wenigstens fiir Methyl- und Athylalkohol, herbeifiihrt. Ein abnliches 
Resultat ist in dem Verhaltnis zur Oberflachenspannung wahrzunehmen: 
eine Senkung derselben (= eine Steigerung der ,,Kapillaraktivitat*) 
geht mit einer Kalteflockungsférderung und einer Hitzegerinnungs- 
hemmung parallel. AuBerdem kommt deutlich zum Vorschein, dab 
die Alkohole neben ihrer Einwirkung auf die Dielektrizitaétskonstante 
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und Oberflachenspannung einen ,,spezifischen“ EinfluB auf die respek- 
tiven Prozesse haben. Worin diese Eigenart besteht, laBt sich hier 


nicht entscheiden. 
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6. Versuche mit anderen EiweiBarten. 


Diese Versuche wurden nicht systematisch durchgefiihrt, sondern 
haben mehr den Charakter von Orientierungsversuchen. 
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Es wurden zuerst einige EiweiBmischungen, namlich natives 
Plasma von Pferd und Mensch, gepriift. Diese wiesen in groben 
Ziigen dieselben Verhiltnisse auf, wie sie im vorhergehenden fiir reines 
(Pferde-) Serumalbumin dargelegt wurden. Mit Menschenplasma 
war die Reversibilitat bei — 15 bis 20°, Athylalkohol sehr ausgeprigt : 
die in Hitze nahezu vollstaéndig klare Lésung wurde beim Abkiihlen 
stark getriibt, aber bei erneuter Erhitzung wiederum klar. Es ist dies 
die Eigentiimlichkeit der Léslichkeit in Hitze, welche fiir Bence-Jones- 
sches EiweiB als typisch angesehen wird und die nach Malengrau 
und Blix (l.c.) durch Alkohol-,,Adjuvans“ verstirkt werden soll. 

Mit Eialbumin (kristallisiert nach Sérensen, elektrodialysiert) 
kamen keine so deutl’chen Alkohol-Salzeffekte zum Vorschein, wie sie 
an Serumalbumin beobachtet worden waren. Nicht einmal Propyl- 
alkohol vermochte hemmend auf die Hitzegerinnung des Ovalbumins 
einzuwirken. Es war iibrigens noch vor der Erhitzung schon gegen 
kleine Alkoholmengen bedeutend empfindlicher als das Serumalbumin. 


Diskussion der Resultate. 


Von vornherein sei nochmals betont, daB die TriibungsmaBe, 
die zur Graduierung der Koagulationsstarke verwendet wurden, nicht 
proportional der Eiweibfallungskonzentration zu sein brauchen, sondern 
daB sie eher ein Ausdruck fiir den Dispersitatsgrad derselben sind. 
Dadurch wird die Deutung der erhaltenen Triibungskurven ersch wert. 

Zusammenfassend kann man indessen sagen, daB die gemachten 
Versuche folgendes gezeigt haben: 

In der Voraussetzung, da die Acetatkonzentration ausreicht, 
wirkt ein gesteigerter Alkoholgehalt hemmend auf die Hitzegerinnung, 
wenigstens was das Serumalbumin anbelangt (bei px 4,8 bis 5,1). Die 
Hemmungswirkung nimmt mit steigendem Molekulargewicht bei den 
Alkoholen zu (steigende ,, Kapillaraktivitat’ und sinkende-Dielektrizitats- 
konstante). In Hitze entsteht keine Fallung mit — 20°, Athyl- oder 
Propylalkohol, beim <Abkihlen tritt eine bei erneuter Erhitzung sich 
wieder auflésende Fallung auf. 

Im iibrigen macht sich schon vor Erhitzung eine ,,Kaltegerinnung” 
bemerkbar, die in umgekehrtem Verhiltnis zu derjenigen bei der Hem- 
mung der Hitzegerinnung zunimmt, naimlich nach der Serie CH,OH 
> C,H,OH > C,H,OH (vgl. unten Jirgensons). 

Von einem Versuch, diese Beobachtungen zu erklaren, sei hier 
abgesehen. Doch diirfte die Annahme, daB das Acetat eine Haupt- 
rolle spielt, eine gewisse Berechtigung haben, zumal sich heraus- 
stellte, daB recht bedeutende Konzentrationen desselben erforderlich 
waren, um die hemmenden oder die in Hitze auflésenden Effekte herbei- 
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zufiihren. Vielleicht bildet sich eine Art komplexen EiweiBacetats!, das, 
besonders in Hitze, zum Alkohol in Beziehung tritt. Es ist méglich, daB 
Alkohol unter gewissen Bedingungen teilweise das Wasser als Solvatations- 
mittel ersetzen kann. Kruyt und Lier (6) (S. 441) halten ein solches 
Verhalten ebenfalls fiir méglich. Sie haben bewiesen, daB Alkohol 
in Salz-Eiweiblésung eine Viskositatssteigerung verursachen kann, 
wo man infolge der dehydratisierenden Wirkung des Alkohols eher 
eine Senkung erwarten sollte. Sie erkliren daher, daB die Zunahme 
auf einer ,,Alkoholisation’’ beruhen kénne. Jirgensons (7), der sich 
mit der ,,Kaltegerinnung* von EiweiB in Salz-Alkoholmedien eingehend 
beschaftigt hat, hat ebenfalls eine Viskositatssteigerung unter gewissen 
Bedingungen nachgewiesen, die das EiweiB solvatisiert hielten: der 
Alkohol hatte dabei eine ,,stabilisierende“ Einwirkung. Jirgensons 
hat seine Beobachtungen itiber Kaltekoagulation vom Standpunkt 
der Dipoltheorien aus zu erklaren versucht. 

In welchem MaBe diese Hypothesen auf die hier beobachteten 
Verhiltnisse beziiglich der Hitzegerinnung Anwendung finden kénnen, 
muB bis auf weiteres offen gelassen werden. Von praktisch - medi- 
zinischen Gesichtspunkten aus ist schlieBlich noch hinzuzufiigen, 
daB bei Verwendung von Alkohol als ,,Adjuvans‘‘ bei Versuchen zum 
Nachweis von Bence-Jonesschem E‘weib Vorsicht am Platze ist. Aus 
dieser Arbeit hat sich naimlich ergeben, daB sich auch gewéhnliches 
BluteiweiB unter gewissen Bedingungen in einer Weise verhalten kann, 
die fiir Bence-Jonessches EiweiB als typisch angesehen wird, naimlich 
daB sich das Koagulat in Hitze lést, aber beim Abkiihlen wieder zum 
Vorschein kommt. Der Alkoholgehalt darf daher, um Fehler zu ver- 
meiden, 10 bis 15°,, nicht tibersteigen. Das pa muBb streng bei 4,7 bis 
4,9 und die Acetatkonzentration niedrig gehalten werden. Das Ver- 
fahren von Bliz (1. c.) steht auf der Grenze, wo man schon ein zwei- 
deutiges Resultat geben kann. 


Zusammenfassung. 

1. Es wurden Versuche tiber das Verhalten des EiweiBes beim 
Erhitzen m acetatgepufferten Alkohollésungen angestellt. Die wich- 
tigsten Ergebnisse waren: 

2. Hitzegerinnung tritt nur zwischen px 4,7 bis 6,2 ein, gleich- 
giiltig, ob Athylalkohol vorhanden ist oder nicht. 

3. Gegenwart von Alkohol hemmt die Hitzegerinnung in der Reihen- 
folge Methylalkohol < Athyl- < Propylalkohol (Kaltegerinnung wird 
durch umgekehrte Reihenfolge geférdert). 


1 Pauli nimmt das Vorkommen von Verbindungsformen Salz-Eiwei8 
an (Elektrochemie der Kolloide, Wien 1929, S. 454, 467). 








& 
2 
' 
: 














pias depict roel MGR oyst. 














Einwirkung v. Alkoholen auf d. Hitzegerinnung v. EiweiBlésungen. 15 


4. Diese Hemmung setzt Gegenwart von Acetat voraus und wird 
bei héherer Konzentration desselben ausgesprochener 

5. Bei weniger als 15 bis 20°, Alkohol wird das Koagulat beim 
Erhitzen teilweise oder ganz aufgelést, beim Abkiihlen aber wird es 
wieder ausgefiallt. 

6. Reines Serumalbumin und natives Plasma von Pferd und Mensch 
werden in Alkohol-Acetatmischungen in beschriebener Weise beeinfluBt. 
Auf die Gerinnung von Ovalbumin dagegen haben solche Medien kaum 
einen KinfluB. 

7. Die gemachten Beobachtungen werden mit den Untersuchungen 
anderer Verfasser tiber die Einwirkung von Alkohol-Salzmedien auf 
EiweiB in Kalte verglichen. 

8. Es wird darauf aufmerksam gemacht, daB die Verwendung 
von Alkohol als Adjuvans bei Versuchen zum Nachweis von Bence- 
Jonesschem EiweiB zu Verwechslungen mit gewéhnlichem BluteiweiB 
AnlaB geben kann. 
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Uber die multiple Natur der Fermenttriger bei der 
Polypeptidspaltung durch Hefemazerate. Die Darstellung eines 
lediglich auf héhere Polypeptide wirksamen eiweibfreien Eluates. 


Von 


A. Fodor und L. Frankenthal. 


(Aus dem Institut fiir Bio- und Kolloidchemie der Hebriaischen Universitat 
Jerusalem.) 


(Eingegangen am 25. September 1930.) 


Indem wir auf unsere in dieser Zeitschrift jiingst veréffentlichte 
Mitteilung, betitelt Uber das Wesen der Fermentwirkung‘‘!, hinweisen, 
kénnen wir uns hier umfassendere theoretische Erérterungen iiber 
diesen Gegenstand ersparen. Wir brauchen nur kurz in Erinnerung 
zurickzurufen, daB unsere Anschauungen tiber die subtilere Spezifitat 
der Fermentwirkungen, insbesondere fiir den Fall, daB einander sehr 
nahestehende, mit den gleichen fermentativ spaltbaren Bindungen 
ausgertistete chemische K6rper unterschiedliche Wirkungen unter 
dem Einflu8 von Fermenten aufweisen, darin gipfeln, daB der aktive 
Bestandteil des Fermentsystems, in unserer Terminologie die ,,zymo- 
aktive Substanz‘*, an unterschiedliche Trager verankert ist und durch 
das Substrat in verschiedenem Grade disloziert wird. Um dieser 
Frage auf den Grund zu gehen, mu8 man selbstverstandlich in der 
Lage sein, die zymoaktive Substanz von Trager auf Trager zu iiber- 
fiihren, ein Vorhaben, dem bei unserer heutigen Technik und tMmseren 
gegenwartigen Kenntnissen vielfacher Widerstand im Wege steht. 

Immerhin gibt es einige Fingerzeige dafiir, daB unsere Spur richtig 
ist. Einige Beispiele mégen nochmals rekapituliert werden: Die Akti- 
vierung, die die Peptonspaltung erfaihrt, wenn zu frischen Hefemazeraten 
Aminosauren gefiigt werden?, spricht deutlich fiir die Ubertragung der 
aktiven Materie von ihrem urspriinglichen EiweiBtrager auf die zu- 
gesetzten Stoffe. Wie wir heute wissen*, wird die Dipeptidspaltung 
durch Glykokollzusatz zu Pankreasextrakten gehemmt, die Pepton- 


1 A. Fodor u. L. Frankenthal, diese Zeitschr. 228, 101, 1930. 

2 A. Fodor unter Mitarbeit von L. Frankenthal u. S. Kuk, Ferment- 
forschung 10, 274, 1928; A. Fodor u. R. Cohn, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
176, 17, 1928. 

3 R. Schénfeld, Fermentforschung 12, 67, 1930. 
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spaltung dagegen geférdert. Gelagerte Pankreasausziige, die infolge 
der vor sich gegangenen Autolyse an EiweiBabbauprodukten angereichert 
sind, werden nach erschépfender Dialyse in ihrer Wirkung auf Pepton 
gehemmt, in jener auf Dipeptide aber geférdert. Auch hier handelt 
es sich um Ubertragungen der zymoaktiven Substanz auf neue Trager. 
Indem bei der Dialyse die niederen Eiweibspaltprodukte, die die vor- 
nehmlichen Trager der Peptidspaltung in diesem Stadium des Ferment- 
systems reprisentieren, entfernt werden, wird die aktive Substanz 
in regressiver Weise gezwungen, auf die urspriinglichen kolloiden bzw. 
semikolloiden Traiger, die ja zum Teil noch erhalten sind, zuriick- 
zugreifen, was sodann die besagten Anderungen in der Aktivitat nach 
sich zieht. 

In einzelnen Fallen gelingt es, Trager definierbarer chemischer 
Natur zur Abscheidung zu bringen. So wird bei der vorsichtig ge- 
leiteten Ausfaillung des verdiinnten Hefemazerats mit Saure — ein 
Koagulum gewonnen, das in frisch gefailltem und ausgewaschenem 
Zustande in Wasser oder verdiinnten Phosphatlésungen zu einer 
opaken, milchig aussehenden kolloiden Lésung dispergiert werden 
kann, die Polypeptide auffallend gut spaltet. Wie der eine von uns! 
vor vielen Jahren nachwies, hangt die Aktivitat dieser Dispersion von 
ihrem Dispersitaétsgrad ab und verindert sich mit ihm in paralleler 
Weise. Das Koagulum selbst stellt Phosphorprotein yon definierbarer 
analytischer Zusammensetzung (N- und P-Gehalt) vor und _ behalt 
seine Aktivitat, wenn auch in vermindertem Mabe, nach der Behandlung 
mit Alkohol und Ather, die man behufs Trocknung verwendet. In 
trockenem Zustande laBt sich die Aktivitét unbegrenzte Zeit kon- 
servieren. 

Dergleichen chemisch definierbare Fermenttrager kénnen sich unter 
Umstanden fiir unsere erwihnten Ubertragungsversuche mit Vorteil 
verwerten lassen. Aus diesem Grunde fanden wir es fiir angebracht, 
dieses Saurekoagulum des weiteren zum Gegenstand von Untersuchungen 
zu machen, und zwar mit dem besprochenen Ziele. 

Bevor wir auf diese Versuche eingehen, méchten wir noch darauf 
hinweisen, da8 uns eine ausgesprochene Ubertragung bereits gegliickt 
ist, nimlich jene der Aktivitat fiir Peptide von den Proteinen, die im 
Hefemazerat als originire Trager fungieren, auf reines Glykokoll als 
Trager. Die Technik dieser Ubertragung besteht in der Behandlung 
des entsprechend verdiinnten Hefemazerats mit Kaolin und in der 
Elution des filtrierten und ausgewaschenen Kaolinadsorbats mit absolut 
neutralem Glykokoll ,,.Kahlbaum“ bei 37°. Das Kaolinfiltrat erwies 
sich als aktiv. und zwar sowohl gegeniiber Pepton, als auch fir Poly- 


1 4. Fodor, Fermentforschung 4, 209, 1920; 6, 238, 1922. 
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peptide und Dipeptide. Dieses Glykokolleluat gibt keine Reaktion 
mit EiweiBreagenzien (Spieglers bzw. Essbach-Reagens) und ist somit 
als praktisch eiweibfrei anzusehen. Die Glykokollelution stellt die bis 
jetzt einzig anwendbare Methode dar, um eiweifreiche Lésungen iiber das 
Kaolinabsorbat unter Konservierung der Aktivitat in eiweiffreie Systeme 
tiberzufiihren?. 

Wie neuere Versuche gezeigt haben, ist das Filtrat des Saure- 
koagulums gegeniiber Peptonen und Dipeptiden immer noch aktiv, 
jedoch besteht ein wesentlicher Unterschied im Verhaltnis der Aktivi- 
taten auf ein Tripeptid, wie Glycyl-glycyl-l-leucin einerseits und auf 
ein Dipeptid, wie Glycyl-l-leucin andererseits, bei der Verwendung 
des dispergierten Saurekoagulums bzw. des Filtrats zur Spaltung 
dieser Substrate. Wir finden namlich, daB das dispergierte Phosphor- 
protein, in gleichen Mengen und unter gleichen auBeren Bedingungen 
verwendet, das Tripeptid bedeutend starker spaltet als das Dipeptid. 
Umgekehrt ist das Verhialtnis im Filtrat des Saurekoagulums, das 
selbstverstandlich nach der Abtrennung des letzteren sofort neutralisiert 
wird, damit keine weitere Schidigung durch Sdéurewirkung platz- 
greifen kann. 

Unsere hier mitgeteilten Versuche besitzen als Objekt sowohl die 
Dispersion des Saéurekoagulums als auch die Filtrate des letzteren. 
Daneben aber wurde auch der EinfluB der mit der Lagerung einher- 
gehenden Autolyse auf die Tripeptid- und Dipeptidspaltung durch 
Hefemazerate gepriift und ferner der EinfluB des Glykokolls auf beide 
Spaltungen nach der Lagerung. Letztere dauerte etwa 5 Tage. 

Es zeigte sich, daB die Autolyse des Mazerats eine erhebliche 
Steigerung der Spaltung von Glycyl-l-leucin und ebenso von Glycyl- 
glycyl-l-leucin nach sich zieht, wobei das Glykokoll auf die Dipeptid- 
spaltung ohne betrachtlichen EinfluB bleibt, dagegen die Tripeptid- 
spaltung des gelagerten Mazerats deutlich fordert. 

Die Steigerung der Peptidspaltung beim Lagern von Hefemazeraten 
ist eine von E. Abderhalden und A. Fodor bereits im Jahre 1916 auf- 
gedeckte Tatsache, die von A. Fodor und R. Schoenfeld* als eine Dis- 
lokationsaktivierung (in der zitierten Mitteilung wird noch der Name 
,Elutionsaktivierung’’ verwendet, der von uns spater durch den neuen 
Terminus ,,Dislokationsaktivierung® ersetzt wurde) gedeutet wurde, bei 
der die aktive Materie an die autolytisch entstandenen Eiweibabbau- 


' Die Qualitat des Kaolins spielt fiir die Gewinnbarkeit praktisch 
eiweiBfreier L6sungen eine wesentliche Rolle. Als absolut eiweiBfrei méchten 
wir letztere nicht hinstellen, da manche Farbenreaktionen auf EiweiB, die 
allerdings auch von Abbauprodukten gegeben werden, insbesondere die 
Glyoxylséureprobe, positiv ausfallen. 

2 Zeitschr. f. physiol. Chem. 160, 169, 1926. 
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produkte, unter Steigerung ihres enzymatischen Potentials!, verankert 
wird. Die Versuche der vorliegenden Mitteilung zeigen neben dem 
EinfluB des Glykokolls auf die Dislokationsaktivierung, daB sich letztere 
ebenso auf niedere als auch auf héhere Peptide ausdehnt. 

Die Untersuchung des dispergierten Sdurekoagulums ergab, dab 
durch die Autolyse hauptsdchlich die Dipeptidspaltung wesentlich ge- 
steigert wird. Glykokoll férdert in frisch bereiteten Dispersionen sowohl 
die Dipeptid- als auch die Tripeptidspaltung; nach Lagerung von etwa 
5 Tagen zeigte es dagegen fast keinen EinfluB auf die Spaltung*. Im 
allgemeinen sind alle diese Verainderungen bei den Dispersionen des 
Séurekoagulums dem Ausmaf nach sehr schwach, was bei diesem 
durch Ausfallung, Filtration und Auswaschung gereinigten Ferment- 
triger nicht weiter Wunder nimmt. 

In frischen Filtraten des Siurekoagulums hemmt das Glykokoll 
die Dipeptidspaltung und laBt die Tripeptidspaltung unbeeinfluBt. 
In gelagerten Filtraten férdert es die Tripeptidspaltung ganz betrachtlich 
und ist beinahe ohne EinfluB auf die Dipeptidspaltung. Die mit der 
Lagerung verbundene Autolyse steigert lediglich die Tripeptidspaltung. 

Wenn wir also den EinfluB der Lagerung auf die beiden Partial- 
systeme, in die das urspriingliche Mazerat zerlegt wurde, in Betracht 
ziehen, so finden wir, dafi das System des Saéurekoagulums, das vor- 
pvehmlich auf das Tripeptid einwirkt, bei der Autolyse seine Aktivitat 
in vorziiglicher Weise auf das Dipeptid steigert, weniger auf das Tri- 
peptid, wo sie sich nach 3 Stunden nur um etwa 25°, erhéht. Um- 
gekehrt verhalt sich dagegen das Filtrat des Koagulums, das an sich 
vorziglich auf das Dipeptid eine Aktivitét entfaltet. Hier wird bei 
der Autolyse das Spaltungsvermégen auf das Tripeptid gesteigert und 
jenes auf das Dipeptid unverandert gelassen. 

Im Mazerat, in dem beide Teilsysteme anwerend sind, duBert 
sich die Autolyse auf beide Peptidarten; aber erst die Zerlegung. in 
Teilsysteme belehrt uns daziiber, welches unter den letzteren die Be- 
giinstigung der Aktivitét auf die bytreffenden Substrate nach der 
autolytischen Lagerung verursacht. 

Was auf der anderen Seite den EinfluB des Glykokolls betrifft, 
so ergibt die summierte Ubersicht der in Rede stehenden Versuche, 
daB dieser Kérper die Dipeptidspaltung zumeist unbeeinfluBt laBt, oder 
aber direkt hemmt, wogegen die Tripeptidspaltung entweder so gut wie 
unverdndert bleibt oder aber geférdert wird. In keinem einzigen Falle 
wirkt das Glykokoll hemmend auf die Spaltung von Glycyl-glycyl-l-leucin. 


1 A. Fodor u. L. Frankenthal, 1. ¢. 
2 Mit einer Fehlergrenze von etwa 0,05 ccm muB8 bei der Titrations- 
methode gerechnet werden. 
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Ubrigens sei an dieser Stelle darauf hingewiesen, daB diese beider- 
seitige Bevorzugung einer bestimmten Polypeptidart (Dipeptid bzw. 
Tripeptid) sich lediglich bei Verwendung von Glycyl-l-leucin und Glycyl- 
glycyl-l-leucin gezeigt hat. Vergleicht man dagegen d, 1-Leucyl-glycin 
mit d, |-Leucyl-glycyl-glycin, so findet man, daB sowohl das dispergierte 
Saurekoagulum als auch das Filtrat des letzteren das Dipeptid rascher 
als das Tripeptid spaltet. Wie wir sehen, kommt es also auf die Natur 
der Substrate sehr stark an, wie es gar nicht anders zu erwarten ist. 


Weitere Versuche haben uns gelehrt, daB sich die Aktivitét vom 
Saurekoagulum durch eine Ubertragung auf Kaolin, und nach Aus- 
waschung des erhaltenen Kaolinadsorbats mit Wasser, in der gewohnten 
Weise bei 37° mit einer verdiinnten Glykokollésung dislozieren laBt, 
und man auf diese Weise zu Glykokolleluaten gelangt, die im Gegensatz 
zu den nach der oben beschriebenen Methode unmittelbar aus Hefe- 
mazerat gewonnenen Glykokolleluaten, die sowohl Di- als auch héhere 
Polypeptide spalten, ausschlieBlich auf Tripeptid (also auf héhere Pep- 
tide) aktiv sind. Denn indes d, l-Leucyl-glycyl-glycin recht gut ge- 
spalten wurde, blieb die Spaltung bei Glycyl-glycin, Glycyl-l-leucin, 
Glycyl-d, l-leucin und d, l-Leucyl-glycin aus. 


Wir bemerken dazu, daB der Versuch, das Kaolinadsorbat des 
Phosphorproteins bei 37° mit Wasser allein zu eluieren, keine erkennbare 
Spaltung ergeben hat, ferner zeigte das Eluat in diesem Falle eine 
positive Essbach-Probe, dagegen eine negative Glyoxylsdurereaktion. 
Aktive Glykokolleluate verhalten sich bekanntlich umgekehrt, indem 
sie eine negative Essbach- und eine positive Glyoxylsiurereaktion 
zeigen. Auch das auf Dipeptide unwirksame, aus dem Saéurekoagulum 
dargestellte Glykokolleluat verhielt sich gegeniiber diesen beiden 
Reagenzien genau so wie das gewohnliche, aus dem Hefemazerat ge- 
wonnene Glykokolleluat. 


Indem wir nunmehr in der Lage waren, das urspriingliche Mazerat 
in die beiden Teilsysteme zu zerlegen, war es nicht ohne Interesse zu 
priifen, ob diese letzteren bei der Spaltung von Tripeptiden ahnlich 
wie das Mazerat selbst einwirken und die freie Aminogruppe tragende 
Aminosaure des Tripeptids rascher abspalten als die freie Carboxyl- 
gruppe tragende. Wie der optische Versuch mit dem dispergierten 
Saurekoagulum zeigt, wird das Tripeptid Glycyl-glycyl-l-leucin zwischen 
den ersten beiden Aminoséureresten am raschesten gespalten. Das 
gleiche ist beim Filtrat des Saéurekoagulums der Fall, in welchem 
Versuch das Tripeptid ]-Leucyl-glycyl-glycin verwendet wurde. Irgend- 
eine Differenzierung dadurch, daB der Ort der primar eintretenden 
Spaltung bei Einwirkung der beiden Teilsysteme auf ein Polypeptid 
verschieden ist, konnte also nicht verzeichnet werden. 
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Beziiglich des erwahnten Befundes, wonach man also in der Lage 
ist, aus dem Saéurekoagulum iiber sein Kaolinadsorbat ein Glykokoll- 
eluat darzustellen, das ausschlieBlich héhere Peptide, nicht aber Di- 
peptide spaltet, diirfte die Auffassung der meisten Fachgenossen dahin 
ausmiinden, das hier eine Trennung eines polypeptidspaltenden 
Ferments von einem dipeptidspaltenden praiparativ vollzogen wurde. 
Die Verfasser sind nicht in der Lage, diese Auffassung zu teilen. Es 
sei in diesem Zusammenhang auf eine friihere Mitteilung! hingewiesen, 
in der gezeigt werden konnte, daB aus Hefemazeraten iiber das Kaolin- 
adsorbat dargestelltes Glykokolleluat, das sowohl auf Pepton als auch 
auf Dipeptide aktiv ist, bei einer Aktivitétserhéhung beide Wirkungen 
im gleichen Verhaltnis verindert. Eine solche Aktivitatserhéhung 
konnte einerseits dadurch erzielt werden, daB das Eluat mehrere Wochen 
hindurch aufbewahrt wurde. Die Verhaltnisziffer der Peptonspaltung 
(Seidenpepton Héchst) nach und vor der Aktivierung betrug 1,28, 
die der Spaltung von Leucyl-glycin 1,27. Eine zweite Art der Aktivitats- 
erhéhung konnte durch Chlorionen erzielt werden. Die beiden ent- 
sprechenden Verhaltnisziffern waren 1,33 bzw. 1,29. Bei der Dis- 
kussion dieser experimentellen Ergebnisse wurde von uns die Méglich- 
keit dargetan, daB auch im Seidenpepton Hochst, fiir das ein recht 
niederes Molekulargewicht, nimlich ungefahr 230, gemessen wurde, 
vornehmlich Dipeptidkomponenten zur Spaltung gelangen. Die neuen 
Ergebnisse aus unserem Institut iiber die Struktur des Gelatinepeptons 
zwingen uns aber, diese Stellungnahme aufzugeben. Niedere Molekular- 
gewichte von Peptonen kénnen auch daher resultieren, daB sich héhere 
und niedere Komplexe, die bei der Peptonisierung des Proteins gebildet 
werden, im Peptongemisch nebeneinander befinden, wie uns das Beispie! 
des Gelatinepeptons mit aller Sicherheit bewies. 

Der Umstand, daB die oben angefiihrten Verhaltnisziffern mit- 
einander tibereinstimmen, spricht somit fiir die Festhaltung an ein 
und demselben Fermentsystem fiir beide Substrate. Wenn nun die 
beschriebene Darstellung des Glykokolleluats aus dem Saéurekoagulum 
zu einem Fermentsystem gefiihrt hat, dem ausschlieBlich eine Aktivitat 
auf Polypeptide vom Tripeptid aufwarts zukommt, so bedeutet dies 
nach unserer Auffassung, daB Glykokoll als Trdger der aktiven Materie 
einer Dislokation der letzteren durch Dipeptide nur unter bestimmten 
Bedingungen zugdnglich ist (s. weiter unten). Diese Auffassung steht 
mit der experimentellen Tatsache in bester Harmonie, wonach, wie 
auch oben erwahnt wurde, das Glykokoll vorziiglich auf die Spal- 
tung von Tripeptiden aktivierend wirkt, wenn es zu den aktiven 
Lésungen zugesetzt wird. Auch in diesem Falle tibernimmt 


1 A. Fodor u. R. Schénfeld, Zeitschr. f. physiol. Chem. 170, 231, 1927. 
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das Glykokoll Tragerfunktionen, bindet aktive Materie, die durch 
ihn vom Proteintrager disloziert wird und beschleunigt die Tripeptid- 
spaltung, indem dieses Substrat aktive Materie vom Glykokoll als 
Trager in erhéhtem MaBe zu dislozieren vermag. Auf die Dipeptid- 
spaltung bleibt dagegen der EinfluB des Glykokolls zumeist aus, da 
dieses diesem Substrat gegeniiber als Trager nicht unter allen Um- 
standen in Frage kommt. Die haiufig beobachtete Hemmung der Di- 
peptidspaltung durch Glykokoll ist in Ubereinstimmung mit diesen 
Darlegungen darauf zuriickzufiihren, daB die diesem Substrat gegen- 
iiber erfolgreich wirksamen Trager an aktiver Materie zugunsten des 
Glykokolls verarmen. 


Es verbleibt jetzt noch die wichtige Frage, welche Trager im ge- 
wohnlichen Glykokolleluat, dessen Ausgangsmaterial Hefemazerate 
bilden, vorwalten, damit hier auch die Dipeptidspaltung einen positiven 
Verlauf nimmt. 


Zwei Méglichkeiten kommen in Betracht. Entweder enthailt das 
so gewonnene Eluat noch Trager, die im Filtrat des Phosphorproteins 
vorhanden sind und bei der unzulinglichen direkten Praparation des 
Glykokolleluats aus Hefemazerat mit in das Glykokolleluat iibergehen. 
Diese Méglichkeit hat zur Voraussetzung, daB der Trager der aktiven 
Materie in den gewohnlichen Glykokolleluaten fiir Dipeptide und Poly- 
peptide unterschiedlich ist. Oder aber, als zweite Méglichkeit, dab 
zwar den Trager der aktiven Materie ausschlieBlich das Glykokoll 
darstellt, es jedoch zur erfolgreichen Spaltung von Dipeptiden eines 
Zwischentragers bedarf, der sich in den Eluaten besagter Darstellungs- 
art vorfindet, nicht aber in dem aus Saurekoagulum gewonnenen 
Glykokolleluat. 


Mit Riicksicht auf die Konstanz der Verhaltniszahlen vor und 
nach veranderter Aktivitét der gewéhnlichen Glykokolleluate bei 
ihrer Einwirkung auf Pepton und auf Dipeptid geben wir der zweiten 
Méglichkeit den Vorzug und iiberlassen es kiinftigen Untersuchungen, 
mit deren Durchfiihrung wir uns beschaftigen, diese Frage end- 
gultig zu entscheiden. Es wire zur definitiven Bejahung der zweiten 
Alternative notwendig, einen solchen Zwischentriger zu entdecken, 
der nach Zusatz zu den auf Dipeptid negativ eingestellten Glykokoll- 
eluaten eine positive Wirkung auf jene auslést. 


Tabelle I. 


Hefemazerat. Trockene Oberhefe wurde in der gewéhnlichen Weise 
mit Wasser ausgezogen und der filtrierte Auszug verdiinnt und neutralisiert. 


Die Spaltung wurde in allen Versuchen an Hand der Differenztitration 
nach der Formolmethode verfolgt. 
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1. 14cem Extrakt + 1,5cem Phosphat (pq = 8) + 1,8 cem H,O. 
2. 1,5 cem Extrakt + 1,5 cem Phosphat (py 8) + 15cemH,O + 0,3cem 
Glykokoll, etwa 4% ig. 
3. 1,5 cem Extrakt + 1,5cem Phosphat (pq = 8) + 0,3cem H,O +. 1,5 cem 
Glycyl-l-leucin, etwa 5% ig. 
4. 1,5 cem Extrakt + 1,5 cem Phosphat (pq = 8) + 0,3 cem Glykokoll, 
etwa 4°% ig + 14cem Glycyl-l-leucin, etwa 5% ig. 
5. 1.5 ecm Extrakt + 1,5 cem Phosphat (py = 8) + 0,38 cem H,O + 1,5 cem 
Glyeyl-glycyl-l-leucin, etwa 5% ig. 
6. 1.5 cem Extrakt + 1,5 cem Phosphat (pa = 8) + 0,3 cem Glykokoll, 
etwa 4% ig + 1,5 cem Glycyl-glycyl-l-leucin, etwa 5% ig. 
Nach 24 Stunden. Fiir jede Titration 1 ccm. 
Zeit ecm 1/20 NaOH 
Std. 1 2 i oe bei eae ea Wea 
0 0,40 Diff. 0,80 Diff. 1,80 Diff. 2,20 Diff. 1,40 Diff. 1,85 Diff. 
1 | 0,43 0,03 0,80 - 1,93 0,10 2,83 018 1,63 0,20 2,05 0,25 
2 0.45 0,05 0,85 0,05 2,03 018 243 018 1,85 040 2,35 0,50 
3 0,45 | 0,05 0,85 0,05 2,05 0,20 2,53 0,28 2,05 0,60 240 0,55 
Nach 48 Stunden. Fiir jede Titration 1 ccm. 
0 0,45 Diff. 0,80 Diff. 1,80 | Diff. 2,20 Diff. 1,45 Diff.) 1,85 | Diff. 
1 045 — } 080 — 1,95 > 015 2,30 0.10 1,75 0,30 2,15 0,80 
2 045 — |'085 0,95 2,95 025 2,50 0,25 2,00 0,55 2,45 0,55 
3 048 0,03 0,87 0,07 2,18 0,35 2,65 0,38 2,13 0,65 | 2,70 0,78 
Nach 72 Stunden. Fiir jede Titration 1 ccm. 
0 0,43 Diff.|| 0,80 Diff. 1,80 Diff. || 2,15 Diff. 1,45 Diff. 1,80 | Diff. 
1 0.50 0,07 0,90 0,10 2,00 013) 240 0,15 1,62 0,10 | 2,10 | 0,20 
2 | 0,50 | 0,07 | 0,90 0,10) 2,15 0,28 2,58 ' 0,33 1,85 0,33 2,33 0,43 
3 | 0,50 0,07) 0,90 0,10 | 2,30 0,43) 2,75 0,50 2,05 0,53 2,65 0,75 
Nach 120 Stunden. Fiir jede Titration 1 ccm. 
0 0,53 | Diff. | 0,95 | Diff. | 1,85 | Diff. || 2,25 | Diff. || 1,45 Diff. |) 1,85 Diff.; 
1 (053) — | 095; — | 2,50 | 0,65 | 3,90 0,75 | 2,25 0,80) 2,80 | 0,95 
2 0,55 | 0,02 0,95 — | 2,85 0,98 3,30) 1,05' 2,60 1,13) 3,10 1,25 
3 0,55 | 0,02 1,00 0,05) 3,05 1,18 3,50 1,20 2,95 1,48 38,50 1,60 


Tabelle 11. 
Versuch mit Phosphorprotein (Sdurekoagulum). 300g Trockenhefe 


wurden in der gewohnten Weise mit der dreifachen Wassermenge mazeriert 
und das abfiltrierte Mazerat vierfach mit Wasser verdiinnt. Sodann wurde 


das 
begir 


Phosphorprotein mit Normalsalzsiure (Zusatz tropfenweise bis zur 
inenden Rétung von Methylrot und Aggregation des Koagulums) 


ausgeflockt, von der Fliissigkeit mit Hilfe einer Zentrifuge mit 5000 Touren 
abgetrennt und mit Wasser ersch6pfend ausgewaschen. Nach der Suspension 
des Zentrifugierriickstands in 50ccm Wasser unter Zufiigung  einiger 
Tropfen verdiinnter Lauge (bis zur Neutralitét) entstand das bekannte, 
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vom einen von uns friiher beschriebene milchig-opake Sol, das unter Zu- 
fiigung von Vucin und Toluol im Eisschrank autbewahrt wurde. 

Die nachfolgenden Versuche wurden mit dieser Suspension des 
Koagulums gemacht. 
1. 1,5 cem Suspension + 1,5 cem Phosphat (pr 8) + 1,8 eem H,O. 


2. 1,5 cem Suspension + 1,5 cem Phosphat (px 8) + 1,5 cem H,O 
+ 6,3cem Glykokoll, etwa 4 %ig. 
3. 1,5 cem Suspension + 1,5 ecem Phosphat (pq = 8) + 0,3 com H,O 


+ 1,5 cem Glycyl-l-leucin, etwa 5 %ig. 
5 ccm Suspension + 1,5 cem Phosphat (py 8) + 0,3 cem Glykokoll, 
etwa 4%ig + 1,5 cem Glycyl-l-leucin, etwa 5 %ig. 
-5 cem Suspension + 1,5 cem Phosphat (px 8) + 0,3 cem H,O 
+ 1icem Glycyl-glycyl-l-leucin, etwa 5 %ig. 
6. 1,5 cem Suspension -+ 1,5 cem Phosphat (py = 8) + 0,3 cem Glykokoll, 
etwa 4°% ig + 1,5 c¢em Glycyl-glycyl-l-leucin, etwa 5 ig. 


> 
_ 


o 
= 


Nach 48 Stunden. Fiir jede Titration 1 ccm. 





Zeit eem n/20 NaOH 

 } oe owe Ga A Se ee ee ee ee 
0 0,20 Diff. 0,60 | Diff. 1,55 | Diff. 1,99 Diff. 1,05 Diff. 1,40 Diff. 
Ng 0.20; — 069) — 1,55) — | 1,95 0,05 1,15 0,10 1,55 0,15 
1 0,20, — 0,63 0,03 1,58 | 0,93 2,00 0,07 1,25 0,20 1,65 0,22 
2 0,29; — 0,63 | 0,93 1,63 | 0,08 2,05 012 1,40 0,85 1,75 0,32 
3 0.25 | 0,05 0,63 0,03 1,70 | 0,10 2,10 017 1,50 040 1,85 0,42 
4 0,25 | 0,05 0,63 | 0,98 1,75 | 9,15 2,15 0,22 1,60 0,50 2,00 0,57 
Bie 9,25 0,05 0,63 0,03 1,80 | 0,20 2.20 0,27 1,75 0,65 215 0,72 

23 0,50 | 0,30 0,80 | 0,20 2,50 | 0,65 3,00 0,90 2,65 1,80 3,10 1,50 

Nach 120 Stunden. Fiir jede Titration 1 cem. 

0 | 0,85 | Diff. | 0.80 | Diff.) 1,70 | Diff. 2,10 Diff. || 1,28 Diff. 1,70 | Diff. 
1 0,38 | 0,03 0,83 0,03 1,80 0,07 2,18 0,05 1,47 0,16 1,90) 0,17 
2 || 0,40 | 0,05 || 0,83 0,03) 1,85 | 0,10 2,25 0,12 1,70 0,37 | 2,10 | 037 
3 | 0,40 0,05 | 0,85 | 0,05 1,98 | 0,23 2,87 | 0,22 | 1,83 0,50 | 2,32 | 0,57 


Tabelle III. 


Versuch mit dem Filtrat des Phosphorproteins. Das Filtrat des nach 
Vorschrift in Tabelle II bereiteten Koagulums wurde sogleich neutralisiert 
und zu den Versuchen dieser Tabelle verwendet. 

1. 1,5 cem Filtrat + 1,5 cem Phosphat (pq = 8) + 1,8 com H,0O. 
2. 1,5 cem Filtrat + 1,5 cem Phosphat (pq = 8) + 1,5 cem H,O + 0,3 cem 

Glykokoll, etwa 4 ig. 

3. 1,5 cem Filtrat +- 1.5 cem Phosphat (px 8) + 0,3 cem H,O + 1,5 cem 

Glycyl-l-leucin, etwa 5 %ig. 

4. 1,5 cem Filtrat + 1,5 cem Phosphat (px 8) + 0,3 cem Glykokoll, 
etwa 4%ig + 1,5cem Glycyl-l-leucin, etwa 5 %ig. 
5. 1,5 cem Filtrat + 1,5 cem Phosphat (pq = 8) + 0.3 ccm H,O + 1,5 com 

Glycyl-glycyl-l-leucin, etwa 5 %ig. 

6. 1,5 cem Filtrat + 1,5 cem Phosphat (px 8) + 0,3cem Glykokoll, 
etwa 4%ig + 1,5 cem Glycyl-glycyl-l-leucin, etwa 5 %ig. 
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Nach 48 Stunden. Fiir jede Titration 1 ccm. 








Zeit eem n/20 NaOH 
Std. 1 2 2 ar Wwe “- 6 
0 0,30 Diff. 0,75 Diff.) 1,70 Diff. 2,20 Diff. 1,380 Diff. 1,75 Diff. 
1 0,39 0.75 — |245 0,75 2.55 0,385 1,50 0,20 1,90 | 015 
2 030 — 0,75. — 2.75 1,05 280 0,60 1,65 0,385 2,05 0,30 
3 0,35 0,050,775 — 3,00 1,25 315 0,95 1,85 0,50 2.30 0,55 
Nach 96 Stunden. 
0 0,35 Diff. || 0,70 Diff. 1,70 | Diff. 2.20) Diff. 1.25 Diff. 1.75 Diff. 
1 0,35 | -— 0,70 — 230 060 2.80 0,69 1,99 0,65 2,35 0,60 
2 035 — 0,70; — | 2,65 0,95! 3,15 | 0,95 |)240 1.151290 1,15 
3 035 — 070) — |285 1,15 3.40) 1,20) 2.85 1,60 3,35 1,60 
Nach 120 Stunden. 
0 0,35 Diff. 0,75 Diff. 1,80 Diff. | 2,20 | Diff. . 1,83 Diff. 1,73 Diff. 
1 035 - 0.75| — 2,65 0,85 | 3,19) 0,90 215 082 2,75 1,02 
2 0,35 | - 0,75 2,95 1,15 || 330 > 1,10 2.83 1,50 3,40 1,67 
3 0.40 0.05 0,75) - 3.10 1,25)3,50 1.39 3,05 1,67 3,65 1.92 


Tabelle 1V. 


Spaltungsversuch mit d, l-Leucyl-glycin und d, l-Leucyl-glycyl-glycin 
und der Suspension des Saéurekoagulums (bereitet nach Tabelle 11). 


1. 4cem Suspension + 4cem Phosphat (px 8) -+- 4cecem d, ]-Leucyl 
glycin, etwa 5 %ig. 
2. 4cem Suspension + 4cem Phosphat (py 8) + 4cem d, l-Leucyl- 


glycyl-glycin, etwa 5 ig. 


Nach 48 Stunden. Fiir jede Titration 2 cem. 





Zeit eem n/20 NaOH 


Std. 1 2 . 
0 5,50 Diff. 4,00 Diff. 
1 6,30 0.80 4.55 0,55 
3 7,05 1,55 5,10 1,10 
4!/, 7,35 1,85 5,59 1,59 
23 9,70 4,20 7.30 3,30 


Tabelle V. 
Wie Tabelle IV, jedoch mit dem Filtrat des Siéurekoagulums als 
aktiver Lésung. 


1. 3cem Extrakt + 3cem Phosphat (py = 8) + 3 cem d, |-Leucyl-glycin, 
etwa 5 %ig. 

2. 3ecm Extrakt + 3. cem Phosphat (py 8) + 3cem d, l-Leucyl-gyleyl- 
glycin, etwa 5 %ig. 
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Nach 72 Stunden. Fir jede Titration 2 ccm. 








Zeit ecm n/20 NaOH 

Std. 1 eats 
0 5,00 Diff. 3,55 Diff. 
1 6,15 1,15 4,45 0,90 
2 6,50 1,50 4,60 1,05 
4 6,85 1,85 4,70 1,15 


Tabelle VI. 

Spaltung von l-Leucyl-glycyl-glycin mit dem nach Tabelle III bereiteten 
Filtrat des Sdurekoagulums unter Verfolgung der Spaltung mit Hilfe 
der Polarisationsmethode. Die spezifische Drehung des Tripeptids betragt 
+ 42,36°*; jene von 1-Leucyl-glycin + 85,99°. Da die optische Drehung 
in standigem Fallen begriffen ist, kann die primére Spaltung ausschlieBlich 
zwischen dem Leucin und dem Glykokoll erfolgt sein. 

1. 5cem Extrakt + 5ccm Phosphat (py = 8) + 5ccm H,O. A 
2. 5cem Extrakt + 5ccm Phosphat (px = 8) + 5cem 1-Leucyl n glycyl- 
glycin, etwa 10 %ig. 


Fiir jede Titration 2 ccm. 





ecm n/20 NaOH 








Zeit es ee ash i Gata em 

Std. 1 2 
0 1,25 Diff. .a2—0° 6,00 Diff. @ im 3/5-dm-Rohr + 0,62° 
1 1,35 0,10 0 7,70 1,60 + 0,25 
2 1,40 0,15 0 9.50 3,35 — 0,09 
3 140 | O15 0 1020 4.05 — 0.15 


Tabelle VII. 

Wiederholung des Versuchs der Tabelle II, jedoch mit Glycyl-glycyl- 
l-leucin als Substrat. Spezifische Drehung des Tripeptids — 13,485°**, 
von Glycyl-l-leucin — 35,1°. Folglich erfolgte die Spaltung primar zwischen 
den beiden Glycylresten. 

8,5 cem Suspension + 8,5cem Phosphat (pa = 8) + 8,50 cem Glycyl- 
glycyl-l-leucin, etwa 15 %ig. 





oe eem n/20 NaOH 
0 14,05 Diff. a — 0,30° 
1 15,05 1 — 0,35 
2 15,90 1,85 — 0,37 Gl ‘ gl-l-leucin 
3 17,00 2,95 — 0,34 | v 
4 18,10 4,05 —0,33 | 


* Eigene Messung. 1,0104 g¢ 1-Leucyl-glycyl-glycin in 10 cem Lésung. 
a in %-dm-Rohr = + 2,214°. [a]}? = + 42,36°. 
** Eigene Messung. 0,1060g in leem Lésung. a@ in %-dm-Rohr 
= — 0,715°; [a]? = — 13,485°. 





n ted 
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Tabelle VIII. 


Darstellung und Dislokation (Elution) des Kaolinadsorbats vom Phosphor- 
protein durch Glykokoll. Das nach der in Tabelle II gegebenen Vorschrift 
dargestellte Saurekoagulum wird in Wasser suspendiert und die Suspension, 
diesmal ohne Zusatz von Lauge, mit Kaolin geschiittelt. Auf 400 ¢ Trocken- 
hefe fielen 100 g Kaolin. Nach einer halben Stunde des Schiittelns wird 
im Eisschrank abfiltriert und der Kaolinriickstand mit Wasser erschépfend 
ausgewaschen. Hierauf wird er in eine 2%ige Lésung von Glykokoll ,,Kahl- 
baum“ iibertragen (fiir ein aus 100 g Kaolin gewonnenes Adsorbat 50 ccm 
der Glykokoll-Lésung) und 2 Stunden bei 37° aufbewahrt. Das Filtrat, 
das mit Essbachs und Spieglers Reagenzien keine Reaktionen gab, wurde 
fir die folgenden Versuche verwendet. 

1. 4cem Glykokolleluat + 4 cem Phosphat (py 8) + 4cem H,0O. 

2. 4ccm Glykokolleluat + 4 ccm Phosphat (pq = 8) + 4cem Glycyl-glycin, 
etwa 2,5 %ig. 

3. 4cem Glykokolleluat + 4ccm Phosphat (pq = 8) + 4cem Glycyl- 
l-leucin, etwa 2,5 % ig. 

4. 4ccm Glykokolleluat + 4 ccm Phosphat (pq = 8) + 4 ccm Glycyl-d, 1- 
leucin, etwa 5 %ig. 

5. 4cem Glykokolleluat + 4 ccm Phosphat (px 8) + 4cem d, l-Leucyl- 
glycin, etwa 5 %ig. 

6. 4cem Glykokolleluat +- 4cem Phosphat (pq = 8) + 4 ccm d, I-Leucyl- 
glycyl-glycin, etwa 5 %ig. 


Fiir jede Titration 2 ccm. 








Zeit eem n 20 NaOH 

Std. 1 2 3 Bh oe 4 ; 5 6 

0 1,65 Diff.) 4,25 Diff. 3,40 D.ff. 4,70 Diff. 5,85 Diff. 4,00 Diff. 
1 1,65; — | 4,25; — |340; — |4,70 — 585;' — 4,15 | 0,15 
2%, 165, — 425 — |340 — 4,70 — 585 — 4,30 0,30 
33,165 — 425 — | 340 — 470 — 585' — 440 0,40 

22 165 — 430 0,05 3,45 0,05 4,75 0,05 5,95 010 5.10 1,10 





Uber die Spaltung 
von Prolin-Polypeptiden durch Hefe- und Pankreasausziige, 
ferner durch Pankreatinpriparate. 


Von 


A. Fodor, Max Frankel und 8S. Kuk. 


(Aus dem Institut fiir Bio- und Kolloidchemie der Hebriaischen Universitat 
Jerusalem.) 


(Eingegangen am 25. September 1930.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Durch die Arbeiten von H.v. Euler und von Waldschmidt- Leitz 
wurden wir in der allerletzten Zeit vor das Problem der Substratbindung 
seitens der Fermente gestellt, die nach diesen Forschern von spezifisch 
organisch-chemischen Faktoren beherrscht werden. So findet H. v.Euler, 
daB gewisse typische, Aldehyde bindende Stoffe, z. B. Phenylhydrazin, 
fiir bestimmte Fermente Gifte vorstellen, und leitet daraus die SchluB- 
folgerung ab, daB die wirksame Gruppe der Fermente in diesem Falle 
die Aldehydgruppe ist. Waldschmidt- Leitz seinerseits stellt eine 
Zweiteilung der Peptidasen auf, naimlich in Aminopeptidasen und 
Carboxypeptidasen, von denen die erstgenannten das Substrat an 
seiner Aminogruppe angreifen, wahrend sich die letzteren an der 
Carboxylgruppe verankern sollen. Fiir die definitive Entscheidung 
dieser Frage halten wir die Prolylpeptide fiir das geeignetste 
Material, da bekanntlich der Prolinring einer Aminogruppe ent- 
behrt und lediglich eine Iminogruppe enthalt. Das Dipeptid Prolyl- 
alanin besitzt keine freie Aminogruppe, dagegen trigt der Alanin- 
rest die endstaindige Carboxylgruppe, wie sie jedem Polypeptid 
zukommt. Auf der anderen Seite ist das Alanylprolin sowohl mit 
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einer Aminogruppe als auch mit einer Carboxylgruppe ausgestattet, 
unterscheidet sich also von den gewéhnlichen Dipeptiden nur 
darin, daB es keine CONH-Gruppe in der Mitte aufweist, sondern 
statt ihrer die um ein Wasserstoffatom airmere CON-Gruppe. Ein 
Fermentsystem, das eine Bindungsfihigkeit ausschlieBlich fiir eine 
freie Aminogruppe besitzt, dirfte somit keine Aktivitat gegen- 
iiber dem Prolylalanin zur Schau tragen und lediglich Alanyl- 
prolin angreifen. Dieses letztere miiBte dagegen sowohl von den 
gemutmaBten Aminopeptidasen als auch von den Carboxypeptidasen 
gespalten werden. 

Wir haben nach den von Emil Fischer und ferner von R. Will- 
stitter vorliegenden Anweisungen, die wir durch eigene Erfahrungen 
zu erginzen gezwungen waren}, aus Trimethylenbromid mit Hilfe der 
Malonestersynthese das d,1-Prolylalanin dargestellt und auBerdem 
d, l-Alanylprolin aus Brompropionylbromid und Prolin nach dem 
gewohnlichen Verfahren der Polypeptidsynthese. Das letztere Produkt, 
iiber dessen Darstellung man Einzelheiten im Versuchsteil dieser Mit- 
teilung nachlesen mége, war nicht rein, sondern enthielt in iiber- 
wiegender Menge etwa 66”°,,, Lactylprolin, das bei der Amidierung 
des Brompropionylprolins durch eine bereits von EF. Fischer an 
einem analogen Material? beobachtete anormal verlaufende Reak- 
tion entstanden ist. Diese Beimischung besaB jedoch keinerlei 
stérenden EinfluB auf unsere Fragestellung, und zwar aus Griinden, 
die uns sofort klar sein werden. 


AnlaBlich der Untersuchung, die R. Schoenfeld® in diesem Institut 
iiber die Aktivitat von aktiven Pankreatinpriparaten auf Dipeptide, 
Tripeptide und Peptone vornahm, stellte es sich heraus, daB sich das 
getrocknete Pankreatinpriparat (Bezugsquelle: Parke, Davis & Co., 
London) durch Behandlung mit Wasser in zwei Anteile zerlegen 1aBt, 
in einen wasserléslichen und einen -unléslichen, den wir durch Filtration 
abzutrennen vermégen. Der erschépfend ausgewaschene Filterriickstand, 
somit der wasserunlésliche Anteil, besitzt ausschlieBlich fir Dipeptide 
ein Spaltvermégen, indes das Filtrat in frischem Zustande Tripeptide 
und Peptone recht flott spaltet, die Fahigkeit der Dipeptidspaltung 
aber erst nach einer lingeren Autolyse erlangt. Demzufolge besitzt 
die Zeitumsatzkurve der Dipeptidspaltung einen autokatalytischen 
Verlauf, den wir durch einen infolge der Autolyse des urspriinglichen 


1 M. Frankel u. S. Kuk, diese Zeitschr. 226, 221, 1930. 

2 EB. Fischer u. Georg Reif, Ann. 368, 118, 1908; Untersuchungen tiber 
Aminosiuren, Polypeptide ete. 2, 552, besonders 561, Berlin 1923. 
3 Fermentforschung, 12, 67, 1930. 








30 A. Fodor, M. Frankel u. 8. Kuk: 


Fermenttragers erméglichten Tragerwechsel zu erkliren in der Lage 
sind!. 

Die Spaltbarkeit des Prolylalanins wurde von uns zunachst mit 
wiasserigen und ferner mit mittels Glycerin gewonnenen Mazeraten 
frischer, vom Schlachthof bezogener Pankreasdriisen untersucht, und 
zwar unter verschiedenen Bedingungen der Lagerung, ferner vor und 
nach erfolgter Dialyse. Sodann mit dem im Wasser unldéslichen und im 
Wasser léslichen Anteil des erwihnten Pankreatinpraparats. Endlich 
wurde auch Hefemazerat als Fermentlésung verwendet. 


Die Spaltbarkeit des Alanylprolinpraparats wurde einerseits durch 
die beiden Bestandteile des Pankreatins und andererseits durch Hefe- 
mazerat untersucht, ferner durch das Filtrat des Saéurekoagulums des 
Mazerats?. 


Die Ergebnisse der Messung des Spaltvermégens dieser verschiedenen 
Fermentsysteme laBt sich in folgendem zusammenfassen: Der wasser- 
unlésliche Riickstand des Pankreatinpriparats, der, wie bereits oben 
gesagt wurde, eine spezifische Wirkung auf Dipeptide besitzt, spaltet 
auch das Prolylalanin ohne weiteres. Was den wasserléslichen Teil 
betrifft, von dem wir vernommen haben, daB er erst nach einer fort- 
geschrittenen Autolyse das Vermégen erwirbt, Dipeptide zu spalten, 
so ist bei seiner Einwirkung auf das Prolylalanin, wie die Tabelle VIa 
im Versuchsteil zeigt, in den ersten Zeitintervallen tiberhaupt kein 
Effekt zu beobachten. Erst nach Ablauf von 90 Stunden laBt sich 
ein Umsatz von etwa 8,9°%, (auf die Halfte des Razemats bezogen) 
berechnen. Nach 140 Stunden betragt der Umsatz 29°. Somit stellen 
wir auch hier eine Induktionszeit fest, die jene des Glycyl-l-leucins, 
um ein Beispiel herauszugreifen, noch wesentlich iibertrifft. 


Desgleichen zeigen Mazerate frischer Pankreasdriisen eine Aktivitat 
auf Prolylalanin. Wie bei anderen Dipeptiden, kann man auch hier 
die Wahrnehmung machen, daB die Dialyse die Aktivitaét eines ge- 
lagerten Mazerats erhéht. In der-vorangehenden Mitteilung haben wir 
uns mit dieser Aktivierungsfrage, soweit die Aktivierung von Glykokoll- 
zusitzen ausging, eingehender befaBt. Wir hatten zu unseren friheren 
Bemerkungen noch hinzuzufiigen, daB die Aktivitétshemmung, der 
Dipeptide in Anwesenheit von tiefen EiweiBabbauprodukten unter- 
liegen, gleichfalls auf einen ahnlichen Umstand zurickgefiihrt werden 
muB. Dadurch, daB diese Abbauprodukte als Trager der aktiven 
Materie auftreten, wird letztere fiir Dipeptide als Substrat schwerer 


1 A. Fodor u. L. Frankenthal, diese Zeitschr. 228, 101, 1930. 
2 Uber das Séurekoagulum sowie sein Filtrat siehe die vorangehende 
Mitteilung von A. Fodor u. L. Frankenthal. 
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dislozierbar. Ihre dialytische Beseitigung bewirkt, dab die aktive 
Materie an die in den gelagerten Mazeraten noch immer anwesenden 
kolloiden Trager zuriickverankert wird, die fiir Dipeptide, wie unsere 
Beobachtungen auch friher gezeigt haben, geeignetere Trager dar- 
stellen. 


Aber auch Hefemazerate spalten Prolylalanin recht deutlich. 
Wir haben, wie in der vorangehenden Mitteilung auseinandergesetzt 
wurde, das Mazerat durch Saéurekoagulation in zwei aktive Bestand- 
teile zerlegt, naimlich in das in Wasser wieder dispergierte Saure- 
koagulum und in das Filtrat des letzteren, das nach seiner Darstellung 
sofort wieder lackmusneutral gemacht wurde. Beide Bestandteile 
des urspriinglichen Mazerats besitzen das Vermégen, Prolylalanin zu 
spalten. 


Es ist also feststellbar, daB das Prolylalanin, obgleich es einer 
freien Aminogruppe entbehrt, sowohl durch die peptidspaltenden 
Fermente des Hefemazerats als auch durch jene des Pankreasmazerats 
und des Pankreatintrockenpraparats relativ gut gespalten wird und 
in dieser Hinsicht von anderen Dipeptiden nicht unterschieden ist. 
Diese Anpassung an die Dipeptide im allgemeinen erstreckt sich auch 
auf das Optimum der Wasserstoffionenkonzentration, das in der Um- 
gebung von entsprechend py = 8 liegt. Danach diirfen wir mit Recht 
die Notwendigkeit der freien Aminogruppe fiir die Spaltung eines 
Dipeptids in Zweifel stellen, und dariiber hinaus auch als durchaus 
fraglich betrachten, ob die raschere Abspaltung der die freie Amino- 
gruppe tragenden Aminosdure aus Polypeptiden bei der Einwirkung 
von Hefemazerat als Ganzem oder seiner Bestandteile fiir die Annahme 
einer besonderen Funktion der freien Aminogruppe bei der Ferment- 
bindung als Beweis verwertbar ist}. 


Beziiglich des Alanylprolins, dessen Praparat, wie oben erwahnt 
wurde, nur zu etwa 33°), diese Substanz enthalt, indes der Rest von 
Lactylprolin gebildet wird, machten wir die Feststellung, daB sie durch 
Pankreatin tiberhaupt keiner Spaltung unterliegt, wohl aber durch 
Hefemazerat. Selbstverstandlich laBt sich bei diesem verunreinigten 
Praparat nicht mit Sicherheit aussagen, ob die Zunahme des Sérensen- 
Titers, die wir verfolgt haben, von der Spaltung des Alanylprolins 
oder des Milchsaurederivats hervorgebracht wurde. Wie dem aber auch 


1 Die mit unterschiedlicher Geschwindigkeit verlaufende Abspaltung 
der einen bzw. der anderen endstaéndigen Aminoséure bei Verwendung 
von Hefe- und Pankreasferment wurde von E. Abderhalden und seinen 
Mitarbeitern bereits vor etwa 20 Jahren an Hand der optischen Methode 
erwiesen. 
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sei, so viel steht sicher fest, daB hier durch die Hefe CO-N-Bindungen 
gelést worden sind, wobei wir unter Berufung auf die oben gemachte 
‘eststellung wissen, daB eine freie Aminogruppe fiir diese Wirkung 
nicht vonnéten ist. 


Auf der anderen Seite belehren uns die Versuche, daB Pankreatin 
keine Spaltung in diesem Praparat hervorgerufen hat, obwohl freie 
endstandige Carboxylgruppen mit Sicherheit vorhanden sind. Es 
scheint also, daB zur Spaltbarkeit durch Pankreatin die Anwesenheit 
der Carboxylgruppen noch nicht geniigt. Freilich kénnen wir unsere 
definitiven SchluBfolgerungen erst dann ziehen, wenn wir die Messungen 
mit einem absolut reinen Alanylprolinpraparat durchgefiihrt haben 
werden. Mit der Darstellung eines solchen sind wir zurzeit beschaftigt. 
Bereits heute kénnen wir uns aber des Eindrucks nicht erwehren, 
daB die fermentative Spaltung von Polypeptiden in direkter Weise 
mit endstandigen Gruppen, die als Bindungsstellen fiir das Ferment 
in Frage kommen sollen, nichts zu tun hat. Selbstverstandlich wird 
die Anwesenheit einer freien Aminogruppe die physikalisch-chemischen 
Eigenschaften eines Polypeptids beeinflussen und dadurch indirekt 
auch seine fermentative Spaltbarkeit. In unmittelbarer Weise scheinen 
jedoch beim fermentativen ProzeB die Bindungen zwischen den einzelnen 
Aminosaéurebausteinen betroffen zu sein. Dafiir sprechen die mit Hefe 
gemachten Erfahrungen am Prolylalanin, das sowohl durch Hefe- 
mazerat, in dem peptidspaltende Fermente, die die erste Abspaltung 
des die freie Aminogruppe tragenden Bausteins bewirken, vorliegen, 
als auch durch Pankreasfermente, die die Abspaltung des die freie 
Carboxylgruppe tragenden Restes in bevorzugter Weise hervorrufen, 
in gleicher Weise der Spaltung unterliegt?. 


Vorbemerkungen. 


Wo ohne Phosphatzusiétze gearbeitet wurde, wurden die jeweiligen 
fermentativen Lésungen bzw. Suspensionen gegen Lackmus neutralisiert. 


1 Es sei hier an die diesheziiglichen Au®erungen von A. Fodor u. 
L. Frankenthal, diese Zeitschr. 1 c. hingewiesen, in denen die Méglichkeit 
hingestellt wird, daB gerade die zwischen den Bausteinen vorhandenen 
Bindungen eine Orientierung nach gleichnamigen Bindungen des Ferment - 
trigers hin vermitteln und dadurch fiir die Dislokation der zymo- 
aktiven Substanz eine geeignete Briicke bilden. Dabei ist jedoch 
wieder zu betonen, da8 der Einflu8 der endstandigen Gruppen auf dieses 
Orientierungsvermégen sehr wohl in Betracht zu ziehen ist, und da8B ihnen 
womédglich auch eine direkte Mittatigkeit bei letzterem zukommt. Diese 
Uberlegung wird durch die Tatsache gestiitzt, daB die ausschlieBlich 
CO-N H-Bindungen fiihrenden Dioxopiperazine der Fermentspaltung nicht 
unterliegen. 
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Das gleiche geschah vor dem Zusatz von Phosphatmischungen. Der 
Fortschritt der Fermentspaltung wurde, wie Utblich, nach der Formol- 
titrationsmethode von Sérensen verfolgt. 


M. 8S. bedeutet Mazerisationssaft. 
M. 8.'° bedeutet fiinfzehnfach verdiinnter Mazerisationssaft. 


Hier mégen auch einige Bemerkungen tiber die Darstellung von Alanyl- 
d, l-prolin Platz finden. 


Darstellung von d, l-Alanyl-d, l-prolin. 


Sie wurde aus d,1-Brompropionylbromid und 4d, 1-Prolin prinzipiell 
nach der tiblichen Kupplungsmethode von Emil Fischer vorgenommen. 
Die Kupplung verlief befriedigend und ihr Produkt konnte in Kristallen 
gewonnen werden. Bei der Amidierung des Halogenacylprolins ergab sich 
nach der Aufarbeitung — unter Verwendung der Silbersulfatmethode 
zur Entfernung des Ammoniumbromids — ein Ol, das nicht kristallinisch 
erhalten werden konnte. 


Es zeigte deutliche Aminostickstoffreaktionen (Ninhydrin, Abspaltung 
von N, im Apparat von van Slyke) und reagierte sauer. Bei der Spaltung 
mit 50 %iger Salzséure (17 bis 18% HCl-Gehalt) wahrend 2 bis 24, Stunden 
konnte einerseits Prolin, andererseits Alanin isoliert werden, ferner ein 
aitherlésliches Ol, das mit ziemlicher Wahrscheinlichkeit nach seinen 
Eigenschaften als Milchsiure angesprochen werden kann. In dem 
Amidierungsprodukt liegt also wohl ein Gemisch von Alanylprolin 
und von Lactylprolin vor; das letztere diirfte allem Anschein nach 
teilweise als Amid vorliegen, wie aus der Stickstoffverteilung (Ver- 
haltnis von Gesamtstickstoff zu Aminostickstoff) hervorgeht. Der Amino- 
stickstoffgehalt sollte bei reinem Alanylprolin 50% des Gesamtstick- 
stoffs ausmachen. Gefunden wurden 16.5% vom Gesamtstickstoff als 
Aminostickstoff; danach diirften etwa 33°, des Gemisches Alanylprolin 
bilden. 

In einem Amidierungsversuch gelang es, ein gut kristallisierbares 
Produkt herzustellen. Bis jetzt lieB sich dieses Ergebnis nicht re- 
produzieren. Die Verhiltnisse verlangen ein genaueres Studium, das 
im Gange ist. ; 


ato. ra 


ieee 703 _ 

Abb. 1. 
Spaltung nach 20 Stunden. 

(Abbildung zu Tabelle I und II.) 
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Spaltung von Prol 


Tabelle 


Spaltung von d, 1-Prolylalanin: a) dure 


in-Polypeptiden. 
FS... 


h das neutrale Saurefiltrat des Hefe- 


mazerats, b) durch das Saéurekoagulum des Hefemazerats. 





3eem M.S. 
3 


3cem M.S. 
3 Phosphat 








2° siges neutr. Pr 


3cem M.S. 


olylalanin 3 2 ,iges neutr. Glycyl-l-leucin 


Pu=8 3 , Phosphat py =8 3 : Phosphat py = 8 
| 3 , Wasser (zum Vergleich) 
= | Verbrauch an cem || Verbrauch an cem  . “/o Verbrauch an ccm 
= | NaOH n/50 fiir je | NaOH n/50 fir je  Spaltung, NaOH n/50 fiir je 
= leem Lisung 1eem Lisung bezogen 1eem Lisung ie 
3 auf die Spaltung 
zee aD - | Halfte des [7 — 
Kontrolle Zuwachs Probe Zuwachs Racemats Probe Zuwachs 
a) 
0 1,44 — 3,66 — - 3,24 — — 
2) 1,52 0,08 3,80 0,06 6.6 4,66 1,34 73,3 
20 = 1,68 0,24 4.24 0,34 37,2 5,12 1,64 89,7 
46 1,76 0,32 4,32 0,34 37,2 5,22 1,66 90,8 
144 1,96 0,52 4,66 048 52,4 5,44 168 | 91,9 
b) 
0) 0,62 _ 2,76 = _ 2,44 — 
2) 0,84 0,22 3,04 0,06 6,6 2,98 | 0,32 17,5 
20) 2,04 1,42 4,52 0,34 37,2 5,60 | 1,74 95,2 
Tabelle X. 


Spaltung des d,1]-Alanyl-d,1-prolinpraéparats durch Hefemazerat unter 
Phosphatzusatz: a) 1 Tag alt, b) 3 Tage alt. 





3 cem neutr. M. 8.15 
3 Phosphat Py = 8 
3 Wasser 


Verbrauch an ccm NaOH 150 
fiir je 1 ccm Lésung 


3ecem neutr. M. 58.15 

3 Phosphat Py = 8 

3 etwa 10° ,iges neutr. Alanyl- 
prolinpraiparat 


Verbrauch an.cem NaOH n/50 





Stunden | - i, fiir je lecm idoung om 
Kontrolle Zuwachs Probe Zuwachs 
a) 

0 1,88 — 4.34 - 

2 2,12 0,24 4,70 0,12 
24 2,36 0,48 5,10 0,28 
48 2.42 0,54 5,32 0,44 

b) 

0 2,04 —~ 5,12 

2 2,20 0.16 5.38 0.10 
20 2.40 0,36 5.80 0,32 
44 2,42 0,38 6,00 0,50 
96 2.54 0,50 6,12 0,50 
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Spaltungsversuch des d, 1-Alanyl-d, l-prolinpraparats durch Pankreatin- 


Tabelle XI. 


trockenpraparate: a) Suspension des Riickstands, b) durch das Filtrat 


des Pankreatintrockenpraparats (Darstellung s. Tabelle VI). 





I 3 cem 2°/ sige neutr. Suspension 
Phosphat Py = 8 


3 
3 


Wasser 


Verbrauch an ccm NaOH n/50 
fiir je lecm Lésung 


Stunden 


Phosphat Py = 8 
5 bis 6° ,iges Alanylprolin 


fiir je 1 cem Lisung 








Kontrolle 


“1 to 
a 


24 
72 


0,10 
0,10 
0,10 
0,10 


0,26 
0,26 
0,32 
0:36 


Zuwachs 


b) 2°/piges Filtrat 
0,06 
0,10 


Probe 


a) Suspension des Riickstands 


1,14 
1,18 
1,22 
1,22 


i G2 do 


ee bet 
ESS 


0,04 
0,08 
0.08 


— { 


3 cem 2°/cige neutr. Suspension 


Verbrauch an com NaOH n/50 


Zuwachs 


0,02) 
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Uber die Einwirkung von Proteasen auf Ureasepriparate. 


Von 
Joseph Zakowski. 


(Aus dem Biolaboratorium der I. G. Farbenindustrie A.-G., Ludwigs- 
hafen a. Rh.) 


(Eingegangen am 26. September 1930.) 


Mit 35 Abbildungen im Text. 


Die Versuche, welche Sumner}, veranlaBten, die Urease als einen 
globulinartigen EiweiBkérper anzusprechen, legten erheut eine Unter- 
suchung der Einwirkung von Proteasen auf dieses Enzym nahe. Eine 
Schadigung der Urease durch Papain, Trypsin und Pepsin wurde in der 


ailteren Literatur abgestritten®. Dies geschah wohl hauptsiachlich auf 
Grund der Versuche von M. Jacoby und Sugga*. Diese Autoren unter- 
suchten die Einwirkung von Trypsin und Papain auf Sojaurease, ohne 
einen deutlichen Effekt zu finden. Kiesel und Troitzki* fanden eine 
starke Herabsetzung der Ureasewirkung durch vorhergebende Autolyse 
der betreffenden Pflanzenteile. Es geht aber aus der Arbeit dieser 
Autoren nicht hervor, wie weit dieser Effekt auf eine proteolytische 
Enzymwirkung zuriickzufihren ist°. 

Die in der vorliegenden Arbeit angewandte Untersuehungsmethode 
war folgende: In Ansatzen, welche sich zusammensetzten aus: 10 cem 
Ureaselésung, 3ccm Proteaselésung und 2cem Puffer, wurde die 

‘ 
1 I. B. Sumner, Journ. of biol. Chem. 69, 435, 1926; 70, 97, 192€; 76, 
149, 1928; 79, 498, 1928; Naturw. 16, 145, 1928; B. 68, 582, 1930. 

2 St. Lévgren, Hoppe-Seyler 119, 254, 1921; Oppenheimer, Die Fer- 
mente 2, 290. Sumner erwahnt allerdings in Proc. of Soc. exper. Biol. and 
Med. 21, 551, 1924 und 22, 504, 1925 eine Schadigung seiner gereinigten 
Ureasepraparate durch Trypsin bei langerer Einwirkung. 

3 M. Jacoby u. Sugga, diese Zeitschr. 69, 118, 1915. 

4 A. Kiesel u. M. Troitzki, Hoppe-Seyler 118, 247, 1922. 

§ Von den Versuchen von Tauber (Journ. of biol. Chem. 87, 626, 1930), 
der auch eine Kinwirkung von Trypsin auf reinste Urease feststellte, erhielt 
Verfasser erst nach AbschluB dieser Arbeit Kenntnis. 
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Enzymlésung der Verdauung bei einer bestimmten Temperatur (30 
oder 40°) ausgesetzt. Die harnstoffspaltende Wirkung der Urease 
wurde dann als Funktion der Verdauungszeit bestimmt. Zu dem 
Zwecke wurden den verschieden lange verdauten Ansatzen in der 
Regel je 5 cem entnommen und zu einer auf 50° vorgewarmten Lésung 
gegeben, die 10cem m/10 Harnstoff, 20cem m/2 Phosphatpuffer 
pu = 7,4 und 15 cem H,0 enthielt!. Die Reaktion wurde unterbrochen 
durch Zugabe von 40 ccm einer gesattigten K,CO,-Lésung zum Reak- 
tionsgemisch. 

Die Bestimmung des gebildeten Ammoniaks geschah nach der 
durch Lévgren (1. c.) verbesserten Methode von Folin?. Die Destillation 
im Luftstrom erfolgte bei 60° etwa 14/, bis 2 Stunden lang. Vorgelegt 
waren 50 ccm n/10 H,SO,. 


Der Fehler, der sich unter diesen Umstanden aus einer thermischen 
Zersetzung des Harnstoffs ergibt, bleibt innerhalb der Genauigkeits- 
grenzen der Methode. Er wurde zudem teilweise eliminiert durch 
Feststellung der NH,-Mengen, die aus dem Harnstoffspaltungsansatz 
entwickelt wurden bei sonst gleichen Bedingungen, jedoch ohne voran- 
gehende ureatische Spaltung. Eine vollstandige Elimination des Fehlers 
ist auf diese Weise nicht méglich, da nach Miinch® die unter diesen 
Umstanden thermisch zersetzte Harnstoffmenge von der Konzentration 
abhangig ist. 


Die vorgelegte Saure wurde mit n/10 Na(OH) und Methylorange 
als Indikator zuriicktitriert. In den folgenden Tabellen und Kurven 
sind die Kubikzentimeter n/10 H,SO, angegeben, welche dem ureatisch 
abgespaltenen Ammoniak Aquivalent waren. 


Als Ureasepraparate kamen zur Verwendung das Arlco Jack Bean 
Meal der Arlington Chemical Co., Yonkers, N. Y. und das Praparat 
Squibb, hergestellt von E. R. Squibb & Sons, Newyork. Beide 
Praparate sind aus Jackbohnen gewonnen. 


Von der Arlcourease wurden in der Regel 1 °,ige Lésungen benutzt, 
und zwar wurde immer 1 g des Mehles mit Wasser auf @00 ccm auf- 
gefiillt und nach friihestens halbstiindigem Stehen abfiltriert. Das 
Filtrat enthielt einen Trockenriickstand von 0,3 g pro 100 cem. Dieses 
Filtrat ist im folgenden als 1°,ige Lésung bezeichnet. Die Urease- 
lésung wurde jeden Tag frisch hergestellt. 


! Diese Lésung ist im folgenden als Harnstoffspaltungsansatz bezeichnet. 
Die Harnstoffspaltung durch die Urease lief bei 50° in der Regel 15 Minuten 
lang. 

2 Folin, Hoppe-Seyler 37, 161, 1902. 

3 H. Miinch, ebendaselbsr 187, 246, 1930. 
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: Von der Wirksamkeit des Jackbohnenmehles in zwei Konzentra- 
1 tionen geben Tabelle I und Abb. 1 ein Bild. In der Tabelle | bedeutet 
i der Ansatz I den Harnstoffspaltungsansatz plus 5cem der 1” ,igen 
Jackbohnenmehllésung; im Ansatz II wurden statt der 1 °,igen Lésung 
5cem einer 0,67°,igen Ureaselésung verwandt, die durch Verdiinnen 
aus der 1°,,igen auf das 1,5fache hergestellt war. Der Prozentgehalt 
dieser Lésung entspricht der Ureasekonzentration der Verdauungs- 
ansitze. Die Spaltungen liefen bei 50°. 
4 Tabelle I. 
reitderUrease ™/10H,80, ——Spaltung 
Min. ecm , 
2 2.9 14.5 
| 5 7,2 36.0 . 
Ansatz I - - ' 10 129 64.5 
15 15,7 78,5 
l 2,0 10 
5 4,4 22 
Ansatz II - - ‘| 10 81 40.5 
15 13,1 (5,5 
i 9 
4 % 
Abb. 1. 
= Harnstoffspaltung { 
& mit Arleourease 
& bei 50°. 
Pu = 7,4. 

70 
| : 
: 

Das Praparat ,,Squibb“ wurde im Gegensatz zur Arleourease f 
nicht filtriert. Die entsprechenden Daten fiir dieses Praparat geben die ; 


Tabelle II und Abb. 2. Die in Tabelle II unter a, 6, ¢ und d angegebenen 
Zahlen beziehen sich auf Harnstoffspaltungen durch verschieden 
konzentrierte Squibbextrakte. Es betrugen die entsprechenden Kon- 
zentrationen der Ausgangslésungen 0,2, 0,4, 0,8 und 1,2°,. Diese 
Lésungen wurden dem Verdauungsansatz entsprechend aufs 1,5fache 
verdiinnt. Je 5ccm der so verdiinnten Lésungen wurden dann zum 
Harnstoffspaltungsansatz gegeben. Wie sich aus den Abb. 1 und 2 
ergibt, ist das Gesetz der linearen Abhangigkeit des Umsatzes von der 








44 J. Zakowski: 


Tabelle Il. 














ecm n/10 H2,S 0, °/9 Spaltung 
Zeit a — ceacieg, - 
0,2 0,4 0,8 1,2 " . : 4 
Min. a b ¢ d 
| 

2 1,5 1,7 31 | 4,4 7,5 8,5 15,5 22,0 

5 2,0 3,6 5,7 9,9 10,0 18,0 28,5 49,5 
10 3.8 7,0 12,3 16,8 19.0 35,0 615 | 840 
15 5,5 9,6 16,0 19,0 27,5 48,0 80,0 95,0 
30 9.0 45 


Abb. 2. 


Harnstoffspaltung 
mit dem Priparat 
Squibb" bei 50°. 


Pu = 7,4. 





Spaltungszeit 


Enzymmenge fiir kleine Spaltungszeiten — bis zu einem Umsatz von 
60°, etwa — anniahernd erfiillt. 

Die elektrometrisch bestimmten pu-Werte des filtrierten 1° ,igen 
Arleoextraktes und der Squibblésungen betrugen rund 6,5. 

Es ist bekannt, daB die Urease in Lésung verhiltnismaBig sehr 
wenig bestandig ist. Es war daher damit zu rechnen, daB in den Ver- 
dauungsansitzen, die mit den entsprechenden Puffern bei 30 oder 40° 
liefen, der Schadigung des Enzyms durch die Protease eine Schwachung 
durch Temperatur und ElektrolyteinfluB parallel laufen wiirde. Zur 
Ermittlung der GréBe dieser letztgenannten Schadigung lie® man 
neben jedem Verdauungsansatz einen Leerversuch laufen, dessen 
Zusammensetzung bis auf die 3 cem der Proteaselésung die gleiche war, 
wie die der Verdauungsansitze. Nach Ablauf der Zeiten fiir die Probe- 
entnahme wurden die fehlenden 3 ccm Proteaselésung zu dem Blind- 
ansatz, der also aus 10 ccm Ureaselésung und 2 ccm Puffer bestand, 
zugegeben und von diesem Gemisch nach Umschiitteln 5 ccm zum 
Harnstoffspaltungsansatz pipettiert. Versuche dieser Art sind im 
folgenden als Leer- oder Blindversuche bezeichnet. Es wird die Diffe- 
renz der Werte fiir die Schaidigung der Urease in der Verdauungslésung 
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einerseits und im Leerversuch andererseits nur dann den durch das 
Proteasepraparat veranlaBten Effekt wiedergeben, wenn bei gleich- 
zeitiger Einwirkung der resultierende Effekt sich rein additiv aus den 
beiden Komponenten zusammensetzt. D.h., wenn die Lésungsgenossen 
der Proteaselésung bzw. die Produkte des proteolytischen Abbaues 
des Ureasepraparats oder der Selbstverdauung des Proteasepriparats 
die Wirkung der Temperatur oder der Elektrolyten weder hemmen 
noch verstirken. Es wird im folgenden iiber die Blindversuche als 
Bezugswerte zur Feststellung der reinen Verdauung noch zu reden sein. 


Verdauungsversuche mit Papain. 


Es wurde das Trockenpraparat von Merck verwendet. Es kamen 
zwei Priparate, die im folgenden als Papain I und II bezeichnet sind, 
zur Anwendung. Je 10 g dieser Produkte wurden mit Wasser auf 100cem 
aufgefillt und nach etwa einstiindigem Stehen zentrifugiert und 
dann filtriert. Der Stickstoffgehalt dieser Lésung betrug 0,57 g, 
der Trockengehalt 7,1 g pro 100cem. Zwecks Aktivierung wurden 
zu 100 cem dieser Lésung 20 cem Blauséurelésung gegeben mit rund 
240 mg HCN. Das ganze wurde dann 1 bis 2 Stunden! bei 40° belassen. 
Bei den Versuchen mit unaktiviertem Papain wurde die 10°,ige Aus- 
gangslésung entsprechend um ein Fiinftel mit Wasser verdiinnt. Diese 
Lésungen sind im folgenden als 10°,,ige Lésungen bezeichnet. Als 
Verdauungspuffer diente in der Regel m/5 Citratpuffer pa = 5 bzw. 
m/5 Phosphatpuffer px = 7,4 und 7,8. 

Zur Charakterisierung der Papainpraparate ist in Tabelle LIL der 
zeitliche Verlauf der Verdauung von Gelatine bei 40° gemessen an der 


Tabelle III, 


Gelatineverdauung durch das benutzte Papainpriparat Il in Kubikzenti- 

meter n/5 K(OH), titriert mit je 5 cem der Verdauungsansétze. Verdauung 

bei 40°. Ansétze: 30 cem 8° ige Gelatine; 15 ccm 10% ige Papainlésung: 
15ecm m/5 Puffer. . 





Puffer: | m/5 Citrat Py =5 | m/5 Phosphat py = 7,4 | m5 Phosphat pq = 7.8 
Py zu Beginn) 4,95 | 508 | 6.73 | 69 6,73 7,07 
Py zumSechlub, 4,91 | 5,08 | 6,75 69 | 6,93 6,75 
Papain ... nicht aktiv. | aktiv. | nicht aktiv.| aktiv. |nicht aktiv.| aktiv 
Zeit in Min. 
5 | 0,1 0,7 — — 
10 0,35 0.9 
15 0,45 1,1 - 
20 0,50 1.4 — - 
30 — _ 0,42 1,03 0,23 0,85 
60 — — 0,47 1,17 0,37 1,12 
120 — - 0,42 1,32 
180 _ _ 0,42 1,36 0,37 1,41 
300 _ — 0,47 1,60 0,54 1,60 
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Zunahme der freien Carboxylgruppen durch Titration von immer 
5cem des Verdauungsansatzes mit n/5 alkoholischer Kalilauge nach 
W illstdtter- Waldschmidt- Leitz mit Thymolphthalein als Indikator wieder- 
gegeben. 

Die Abbauversuche von Jackbohnenmehl! durch Papain, gemessen 
an der Zunahme der freien Carboxylgruppen, wurden der kleinen 
Effekte wegen mit einer zehnfach so konzentrierten Substratlésung 
durchgefiihrt, wie die Versuche, welche die Schwachung der ureatischen 
Wirksamkeit des Mehles durch Papain betrafen. Zur Herstellung der 
Substratlésung wurden 10 g Mehl mit Wasser auf 100 cem aufgefiillt 
und nach einiger Zeit zentrifugiert und filtriert. Der N-Gehalt des 
Filtrats betrug 0,4 g pro 100cem. Tabelle LV und Abb. 3a und 3b 
geben die entsprechenden Versuche wieder. 
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Verdavungszeit Verdauungszeit 
Abb. 3a. Abb. 3b. 
Verdauung von Schwertbohnenmehlextrakt mit Papain bei 40°. 


Die Aktivierung mit Thiosulfat geschah nach den Ergebnissen 
von Ambros und Harteneck in der Weise, daB zu 100 ccm einer 10 °,igen 
Papainlésung 20 cem einer 10°,igen (bezogen auf das kristallwasser- 
haltige Salz) Lésung von Thiosulfat gegeben wurden. 

Wie die Tabelle IV und die Abb. 3a und 3b zeigen, unterscheiden 
sich die Verdauungsversuche mit Jackbohnenmehl in zwei wesentlichen 
Punkten von den Versuchen mit Gelatine als Substrat: 

1. ist das py-Optimum deutlich ins Alkalische verschoben, 

2. fallen in der Nahe des Neutralpunktes die Werte fiir aktiviertes 

und nichtaktiviertes Papain zusammen. 

Dies ist vielleicht auf die von Ringer und Grutterink! beobachtete 
Tatsache zuriickzufiihren, daB Papain in der Nahe des Neutralpunktes 


1 Hoppe-Seyler 164, 112, 1927. 
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durch Phosphation aktiviert wird. Auch beim pa = 5 sind die Unter- 
schiede zwischen diesen beiden Werten zwar deutlich, aber nicht so 
ausgesprochen wie bei der Gelatine als Substrat. 


Die Mengenverhaltnisse zwischen Substrat (Sojamehl) und Enzym 
(Papain) lagen bei den Versuchen von Jacoby und Sugga in den Grenzen 
10:1 bis 3:1. Es war demnach zunachst ein Effekt nur dann zu er- 
warten, wenn dieses Verhaltnis zugunsten der Protease verschoben 
wurde. Wie bereits eingangs erwahnt, kam in den Papainansiatzen der 
vorliegenden Arbeit ein Substrat-Enzymverhiltnis von 1: 25 zur Ver- 
wendung, gemessen an den Priparatemengen, die von gleichen Wasser- 
mengen extrahiert waren. Beriicksichtigt man nur die Trockenriick- 
stinde der betreffenden Lésungen, so kamen bei den ersten Versuchen 
auf 0,03 g Ureasepraparat 0,18 g Papainpraparat. 

Aus dieser abnormen Verschiebung des Verhaltnisses der Ferment- 
menge zur Menge Substrat ergeben sich zwei Folgerungen. Einmal 
wird es kaum angehen, hier noch von Enzymreaktionen im Sinne 
katalytisch beschleunigter Reaktionen zu reden, dann aber liegt die 
Gefahr besonders nahe, daB etwa gefundene Effekte vorgeti 
werden durch irgendeinen im Papainextrakt vorhandenen Stoff ohne 
Enzymcharakter. 

Es hat sich als zweckmaBig erwiesen, bei den letztgenannten 
Stoffen zu unterscheiden zwischen solchen, die in praktisch momentaner, 
also unstetig verlaufender Reaktion die Wirksamkeit der Urease bis 
zu einem gewissen Grade herabsetzen, die aber dann auch bei langerer 
Einwirkung keinen EinfluB auf die sich aus anderen Faktoren ergebende, 
mit der Zeit stetig fortschreitende Schwichung des Enzyms mehr aus- 
iiben, und solchen, welche das Enzym langsam in bequem zu ver- 
folgender Weise stetig bis zur Unwirksamkeit schaidigen. Die erst- 
genannten Stoffe immobilisieren mehr oder weniger rasch nur einen 
Teil des Enzyms, ohne das Verhalten des intakt gebliebenen Teiles 
weiter zu beeinflussen bzw. setzen in gesetzmaBiger Weise die Zerfalls- 
geschwindigkeit der Enzymsubstratverbindung herab. Sie seien im 
folgenden als eigentliche Hemmungsstoffe bezeichnet. 

Wiirde man in zwei Ansétzen, von denen der eine die Ureaselésung, 
den Verdauungspuffer und den betreffenden Hemmungskérper enthalt, 
und der zweite im gleichen Volumen die gleichen Bestandteile bis auf den 
Hemmungskérper, die Wirksamkeit der Urease als Funktion des Alters 
dieser auf bestimmter Temperatur befindlichen Ansitze untersuchen, so 
miiBten im idealen Falle die beiden Kurven parallel verlaufen. 


Einen geringen Effekt im Sinne eines solchen Hemmungskérpers 
scheint in gewissen Fallen die Enterokinase zu geben. In Abb. 30 gibt die 
obere Gerade die Schwiachung der Urease mit der Zeit bei 40° in folgendem 
Ansatz: 10 cem 1%iger Mehlextrakt, 2cem m/l Ammonpuffer pa = 8,9 
und 3cem H,O. Von diesen Lésungen wurden nach den angegebenen 











TFT ed@ na 


— -~ 
~. 


— 

















Einwirkung von Proteasen auf Ureasepriparate. 49 


Zeiten immer 5cem zum Harnstoffspaltungsansatz gegeben und die bei 50° 
wihrend 15 Minuten abgespaltene NH,-Menge in der oben angegebenen 
Weise bestimmt. Die durch das ureatisch freigemachte NH, neutrali- 
sierten Kubikzentimeter n/10 H,S QO, sind in den Abbildungen als Ordinaten 
eingetragen. Wurden die 3ccm H,O durch 3cem einer Enterokinase- 
lésung der gleichen Konzentration, wie sie bei den Versuchen mit Trypsin- 
kinase Anwendung fanden, ersetzt, so resultierte die untere Gerade. 

Ein besonders gutes Beispiel eines Hemmungskérpers der genannten 
Art fiir das benutzte Ureasepriparat! wurde im Natriumehlorid gefunden. 
Die Resultate der Abb. 4 sind mit 5 cem folgender Ansatze erhalten worden : 
2ceccem m/5 bzw. m/50 NaCl, 10cem 1°%iger Jackbohnenmehlextrakt und 
3cem H,O. Die pxr-Werte dieser drei Lésungen ergaben sich zu 6,5, 6,31 
und 6,36. Die Ansaétze hatten keine Niederschlage, sie standen im Thermo- 
staten bei 40°. Die Werte streuen ziemlich stark, doch lassen sie sich leidlich 
symmetrisch um zwei Gerade anordnen, die parallel zu der durch die 
Ordinate 13,9 laufenden gehen. Diese letztere Gerade gibt die — allerdings 
nicht mit der gleichen Enzymlésung — erhaltene Schwaichung der Urease 
bei 40° in dem Ansatz: 10 cem 1° iger Mehlextrakt und 5 ccm Wasser. 
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Nennenswerte Mengen von Hemmungskérpern der eben  ge- 
schilderten Art scheinen die benutzten Papainpraparate nicht zu ent- 
halten. Dafiir spricht die Tatsache, daB bei Leerversuchen kein Unter- 
schied gefunden wurde, ob man nach Ablauf der Zeiten fiir die Probe- 
entnahme 3ccm Papainlésung oder 3ccm H,O zugab. Die ent- 
sprechenden Zahlen sind in Tabelle V wiedergegeben. Die zweite und 
dritte Vertikalreihe dieser Tabelle geben die ureatisch entwickelte 
Ammoniakmenge (in Kubikzentimeter n/10 Lésung), welche aus dem 

! Diese Einschrankung ist notwendig, da z. B. Sojaurease selbst nach 
Reinigung diese groBe Empfindlichkeit dem NaCl gegeniiber nicht zeigt. 

Biochemische Zeitschrift Band 229. 4 
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Tabelle V. 





Datum Ao Do tga Schnittpunkt Penn 10%, 
31 iL. 13,5 — 1:1,4 13,6 aktiv. 
3. IL. 13,55 13,15 1:14 13,5 * 
4. II. 13,35 13,10 1:1,4 13,25 ‘ 
7. IL. 12,5 12.6 1:1,5 12,6 nicht aktiv. 
10. IT. 13,75 13,35 1:1,6 13,35 ‘ 
11. I. 11,75 12,5 1:1,6 13,0 * 
12. II. 12,6 12,3 1:1,5 12.6 ee 
14. II. 12,6 12,75 1:1,5 12,7 * 
17. IL. 13,15 13,30 1:1,4 12,5 # 
16. V. — _ 1:1,3 13,5 H,0 
17. V. — see 1:15 13,3 H,0 
5. V. ae a 1:1,5 13,7 H,0O 


Harnstoffspaltungsansatz durch je 5ccm folgender Ansaétze wahrend 
15 Minuten bei 50° frei gemacht wurde: 


Ao 10 ccm 1°,iger Mehlextrakt; 3 cem Papainlésung 10°,,; 2 cem 
m/5 Citratpuffer pa = 5. 

Do 10 ccm 1°, iger Mehlextrakt; 3ccm H,O, 2 ccm Citrat- 
puffer m/5, pu = 5. 

Die 5 cem waren diesen Lésungen sofort nach dem Zusammengeben 
der drei Bestandteile entnommen worden. Die fiinfte Vertikalreihe 
der Tabelle gibt den Schnittpunkt der Geraden, auf welcher die Leer- 
versuche mit m/5 Citratpuffer px = 5 bei 40° liegen, mit der Ordinaten- 
achse. Die Tangenten der spitzen Winkel a, welche diese Geraden 
mit der Abszisse bilden, sind in der vierten Vertikalreihe der Tabelle V 
zusammengestellt. In den drei letzten Horizontalreihen waren die 
Leerversuche so abgeindert, daB an Stelle der nachtriglich zugesetzten 
3ccm Papainlésung den Ansiétzen von vornherein 3ccm H,O bei- 
gemischt wurden. 


Den eben beschriebenen eigentlichen Hemmungskérpern stellen 
wir solche Stoffe gegeniiber, welche das Enzym in einer kontinuierlich 
und langsam bis zur vollstindigen Vernichtung laufenden Reaktion 
schadigen. Der schadigende EinfluB solcher Stoffe wird also erst nach 
einer lingeren Einwirkung auf das Enzym deutlich werden. Einen 
solchen Effekt zeigen die meisten verwendeten Puffer. Wir wollen 
diese Stoffe Hemmungskérper zweiter Art nennep. 

In den Abb. 5 und 6 sind die Temperaturschidigungen einer 
reinen Ureaselésung neben die einer mit m/5 Citratpuffer pa = 5 ge- 
pufferten gestellt. Die Ansitze, mit denen die Werte der Abb. 5 er- 
halten wurden, waren folgende: 10 ccm 1 °,iger Mehlextrakt, 5 ccm H,0. 
Mit 5ccem dieser Ansitze wurde in nun schon mehrfach geschilderter 
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Weise die Harnstoffzersetzung festgestellt. Die Ansitze, welche zu 
den Werten der Abb. 6 fiihrten, waren folgende: 10 cem 1 °,,iger Mehl- 
extrakt, 2cem m/5 Citratpuffer px = 5 und 3ccm Wasser bzw. 3 com 
Papain, welche wie bei den Leerversuchen erst nachher zugesetzt 
wurden. Das machte keinen Unterschied, wie schon Tabelle V zeigt. 
Die Abbildungen zeigen bereits bei 40° eine deutliche zusitzliche 
Schadigung durch den Puffer. 
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Abb. 5. Abb. 6. 
Temperaturschidigung der Urease. Schidigung der Urease durch Citratpuffer. 
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Noch weit energischer wirkt in dem eben beschriebenen Sinne das 
Thiosulfat. In Abb. 16 gibt die mittlere Kurve die in der bekannten 
Weise festgestellte Schaidigung der Urease in folgendem Ansatz: 
10cem 1°, iger Mehlextrakt, 2 ccm Citratpuffer pq = 5, 3.cem einer 
1,7°,igen (auf kristallwasserhaltiges Salz bezogen) Thiosulfatlésung. 

Man kann wohl den EinfluB vor eigentlichen Hemmungskérpern 
auf den durch Proteasepraparate veranlaBten Effekt durch die Leer- 
versuche eliminieren, nicht aber den von Hemmungskérpern zweiter 
Art. Der Nachweis, wie weit bei der Einwirkung des Papains auf die 
Urease Stoffe der letztgenannten Art mitwirkten, stieB auf Schwierig- 
keiten. Die zur Klarung analoger Fragen sonst herangezogenen Blind- 
versuche mit durch Kochen inaktivierten Enzymlésungen fiibrten zu- 
nachst zu keiner ganz klaren Entscheidung. Und zwar deswegen, weil 
4* 
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Papainlésungen, die langere Zeit gekocht worden waren, in Ansatzen, 
wie sie den eigentlichen Versuchen entsprachen, deutliche Effekte 
zeigten. So wurden mit 1 bis 2 Stunden gekochten Papainlésungen 
Schadigungskurven erhalten, die ganz analog zu den Kurven verliefen, 
die sich mit nicht hitzeinaktivierten Lésungen ergeben hatten. Der 
Umstand jedoch, daB dieser Effekt sich erst bei langer gekochten 
Papainlésungen zeigte, spricht dafiir, daB zum mindesten ein Teil 
dieses Hemmungsk6rpers zweiter Art erst durch das Kochen entstand. 


Zum Zwecke der Hitzeinaktivierung wurde die 10° ,ige Papain- 
lésung im Paraffinbad am RiickfluBkiihler erhitzt. Das durch Hitze- 
koagulation abgeschiedene Eiwei8 wurde abfiltriert. Das pg einer in- 

aktivierten Pepsinlésung betrug vor dem 











a Kochen 5,17, nach 5 Minuten langem Kochen 
17 5,25. Nach einstiindigem Kochen dnderte 
sich das px um 0,4 Einh. Die entsprechen- 
- den Werte der aktivierten Papainlésung 
9 waren 4,82 vor und 5,06 nach 10 Minuten 
s 4 langem Kochen. 
x Fir die Tatsache, daB zum mindesten 
7 





nicht der ganze beobachtete Effekt auf be- 
stimmte im Papain vorhandene Hemmungs- 
he kérper zweiter Art zurickzufihren ist, 
PapainN sprechen zunachst die Verusche mit ver- 
diinnteren Papainlésungen. Kocht man 
eS oe namlich die aufs zehnfache verdiinnte 
7234s 10 °,ige Papainlésung 5 Minuten lang, so 
Abb. 7. gruppieren sich die damit erhaltenen Blind- 
versuche, bei denen also das gekochte Papain 
mit der Ureaselésung im Thermostaten verbleibt, verhaltnismaBig gut 
um eine Gerade, deren Neigung sehr gut tibereinstimmt mit der, welche 
die Geraden der iiblichen Leerversuche zeigen (s. Abb. 7). Der 5 Minuten 
gekochte, verdiinnte Papainextrakt enthalt also keinerlei Hemmungs- 
kérper zweiter Art, woh] aber zeigt die ungekochte Lésung einen deut- 
lichen Effekt den Blindversuchen gegeniiber. Die Abb. 7 zeigt die Gerade 
der Blindversuche. Die mittlere, gestrichelte Linie bezieht sich in der 
bekannten Weise auf das aufs zehnfache verdiinnte, ungekochte Papain. 
Zum Vergleich ist noch die Schadigungskurve mit unverdiinntem Papain 
eingezeichnet. 























DaB aber —- geniigend kurze Erhitzung vorausgesetzt — auch die 
unverdiinnt erhitzten Papainlésungen keine Schadigungsstoffe fiir die 
Urease enthalten, ergibt sich aus Abb. 8. Diese gibt die Werte von drei 
Versuchsreihen wieder, zu denen folgende Ansatze benutzt waren: 
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1. 10cem 1°, ige Ureaselésung, 2cem m/5 Citratpuffer py = 5, 
3ccm H,O (in der Abbildung ©); 


2. 10cem 1°, ige Ureaselésung, 2ccm m/5 Citratpuffer pa = 5, 
3ccm 10°. ige, eben auf 100° erhitzte Papainlésung, das Hitzekoagulat 
war abfilfriert worden (in der Abbildung +); 

3. wie 2., nur war die erwirmte Papainlésung nicht filtriert worden 
(in der Abbildung @). 

Die beiden unteren Kurven geben die analogen Werte mit nicht 
erhitztem 10°, igen Papain (x) und Papaincyanhydrinloésungen (4). 
Man sieht, daB die Schwachung durch das auf diese Weise hitzeinakti- 
vierte Papain nach dem gleichen Gesetz verlaiuft, wie die Schwachung 
in den Leerversuchen. 





Abb. 8. 


Kontrollversuche 
mit hitze- 
inaktiviertem 


Papain. 





VAs 


Eine Komplikation ergibt sich aber durch folgende Beobachtung. 
Untersuchte man die Wirksamkeit der eben auf 100° erhitzten 10° ,igen 
Papainlésung, die, wie Abb. 8 zeigt, der Urease gegeniiber ihre Wirksam- 
keit so gut wie vollstandig verloren hat, auf Gelatine als Substrat, so 
zeigte sich keine Schwaichung gegeniiber dem unerhitzten Praparat. 
Man kann das entweder durch die Annahme deuten, daB die Bedingungen 
fiir die vollstandige Inaktivierung eines Enzyms mit dem Substrat 
variieren. Oder man kann annehmen, dab der im Papain vorhandene 
Stoff, der die Ureaseschidigung veranlaBt, mit der die Gelatine an- 
greifenden Protease nichts zu tun hat. Die letztere Deutung ist des 
wegen wenig wahrscheinlich, weil eine Aktivierung dieses Stoffes durch 
HCN in ganz analoger Weise wie der Protease méglich ist und weil 
wir die gleichen Verhaltnisse beim Trypsin und der Trypsinkinase 
wieder finden. Da® tatsaichlich das Substrat fiir die GréBe einer unter 
bestimmten Bedingungen vorgenommenen Hitzeinaktivierung eine 
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Rolle spielen kann, ergibt sich aus Tabelle VI. Hierin sind die Kubik- 
zentimeter n/5 (Gelatine) bzw. n/20 (Jackbohnenmehl) K(OH) an- 
gegeben, welche mit 5ccm der Ansatze: 
I. licem m/5 Citratpuffer po = 5 
15 ., 10% iges Papain 
30... 8% ige Gelatine 
Il. 20cem 10%iges Jackbohnenmeh|! 
4 ,, Citratpuffer pa = 5 
6 . 10% iges Papain 
erhalten wurden, und zwar nach einstiindigem Einwirken der unvor- 
behandelten bzw. der hitzeinaktivierten Protease (titriert nach Will- 
stdatter- Waldschmidt- Leitz). 


Tabele VI. 











Gelatine Jackbohnenmehl 
— Papain ies seaaisaal Papain 
Papein anf 100° erhitzt Papein auf 100° erhitzt 
0,66 0,33 1,00 0 
0,33 0,25 1,17 0,3 


Die Werte fiir die Blindversuche mit gekochtem, aktiviertem Papain 
gibt Abb. 9 wieder. Es wurden die iiblichen Ansiatze benutzt. Die 
mit 2cem m/5 Citratpuffer py = 5 gepufferten 10 ccm 1 °,,ige Urease- 
lésungen enthielten entweder noch 3 ccm H,O (in der Abbildung ©) 
oder 10 bis 30 Minuten gekochtes 10°,iges Papaincyanhydrin zum 
Teil filtriert, zum Teil nicht filtriert (in der Abbildung +). Wie man 
sieht, gelten die an Abb. 8 gekniipften Uberlegungen auch bier. 
Nennenswerte Mengen eines Hemmungskérpers fiir die Urease sind 
in den gekochten Papaincyanhydrinlésungen nicht vorhanden. 





Abb. 9. 
Kontrollversuche mit hitzeinaktiviertem Papaincyanhydrin. 
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Die Empfindlichkeit der Papaincyanhydrinlésungen einem Er- 
hitzen gegeniiber scheint gréBer zu sein als die der Papainlésung. Die 
10°, ige Papaincyanhydrinlésung war nach Erwirmen auf 100° der 
Gelatine gegeniiber unwirksam. Die Schadigungen der Urease, wie 
sie mit nicht erhitzten Papaincyanhydrinlésungen verschiedener Kon- 
zentration erhalten wurden, sind in Abb. 10 zusammengestellt mit 
der Geraden aus Abb. 9. 
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Abb 10 
Schidigung der Urease durch Papain + HCN, 


Die untere ausgezogene Kurve der Abb. 10 gibt in der bekannten 
Weise die Schadigung der Urease durch 10 °,iges aktiviertes Papain 
in folgendem Ansatz: 10 cem 1°,iges Jackbohnenmehl, 2cem m/5 
Citratpuffer px = 5, 3cpem aktiviertes Papain. Die nichst héhere 
Linie gibt in analoger Weise die mit einer aufs zehnfache verdiinnten 
10° igen Papainlésung erhaltene Schwachung der Urease mit der Zeit. 
Die oberste gestrichelte Kurve schlieBlich wurde in gleicher Weise mit 
der aufs 100fache verdiinnten 10°,igen Ausgangslésung erhalten’. In 
dieser letztgenannten Lésung kamen auf 30 mg Ureasepraparat 1,8 mg 
Papainpraparat. Man sieht trotz dieser Umkehr des zunichst an- 
gewandten Verhiltnisses Urease: Papain noch einen ganz deutlichen 


Effekt. 


1 Diese Lésung war erst nach dem Verdiinnen aktiviert worden, so daB 
auf 100 cem der verdiinnten Lésung 240 mg HCN kamen. 
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Die gestrichelte, tiefstgelegene Kurve der Abb. 10 wurde mit einem 
gereinigten Papainpraiparat erhalten. Die Reinigung des Papains! wurde 
in folgender Weise durchgefiihrt: 350ccm einer mit HCN aktivierten 
10%igen Papainlésung wurden 65 Stunden bei 40° der Selbstverdauung 
tiberlassen. Darauf wurde die Lésung mit 1,4 Liter 95°%igem Alkohol 
ausgefallt. Der abzentrifugierte Niederschlag wurde mit 500 ccm 75% igem 
Alkohol digeriert und erneut zentrifugiert. Er wurde dann einer zweimaligen 
Extraktion mit 150 und 100ccem Chloroform unterworfen, das Chloro- 
form wurde durch Aceton verdraingt, der Niederschlag im Vakuum- 
exsikkator getrocknet und in Wasser gelést. Die Lésung wurde auf 300 cem 
aufgefillt und einer zweistiindigen Elektrodialyse durch Cellophanmembranen 
unterworfen. Darauf wurde das Papain mit dem gleichen Volumen Aceton 
ausgefallt. Der Niederschlag wurde nach Digerieren mit Aceton und Ather 
im Vakuumexsikkator getrocknet. Es resultierten 3 g. Die 10 °gige wiisserige 
Lésung des Niederschlags wurde in der angegebenen Weise mit Blauséure 
aktiviert. Dieses Papainpraparat lieferte in dem oben erwahnten Gelatine- 
spaltungsansatz nach einer halben Stunde bei 40° eine Zunahme von freien 
Carboxylgruppen, die 1,3 cem n/5 K(OH) entsprach. D.h. die Wirksam- 
keit des Préiparats hatte sich gegeniiber dem Ausgangsprodukt nicht 
wesentlich geiindert. Der Urease gegeniiber hat sich aber dieses gereinigte 
Praparat als etwas wirksamer erwiesen. 

Jedenfalls geht aus den Abb.8 und 10 eindeutig hervor, dab 
die durch gekochte Papainlésungen erhaltenen Effekte —- vorausgesetzt, 
daB man die Kochdauer nicht zu lange ausdehnt — weit unterhalb der 
Schadigungen der Urease bleiben, die man mit den ungekochten Lésungen 
erhalt. Andererseits zeigt freilich die Tatsache, dab langere Zeit gekochte 
Papainlésungen analoge Effekte geben wie die ungekochten, besonders 
instruktiv, wie vorsichtig man mit der Zuriickfiihrung etwa erhaltener 
Schadigungen auf eine reine Enzymwirkung sein mubB. 


Aber selbst, wenn man durch die Versuche mit den Kochsaften 
den Beweis dafiir_erbracht sieht, da&B Hemmungskérper zweiter Art 
in den verwandten Papainlésungen nicht in solchen Mengen vorhanden 
sind, daB der ganze beobachtete Effekt auf sie zuriickzufiihren ware, 
so bleiben doch noch zwei weitere Einwinde gegen eine Deutung der 
gefundenen Schadigungen der Urease als Wirkungen proteolytischer 
Fermente. Es kénnten namlich als Hemmungskérper zweiter Art 
wirken: 1. die Produkte der Selbstverdauung der Papainpraparate, 
wie sie wihrend des Reaktionsverlaufes sich bilden, 2. die Produkte 
der proteolytischen Spaltung der Lésungsgenossen der Urease bzw. der 
Urease selbst. 


Diese beiden Einwande finden ihre Erledigung durch die in Abb. 11 
dargestellten Versuche. Die untere ausgezogene Kurve umfaBt die 
Werte fiir aktiviertes, 10°,iges Papain und fir ein 3 Tage bei 40° 
selbstverdautes, aktiviertes Praparat. Beide Praparate geben bei der 


1 Vgl. dazu H. Kraut u. E. Bauer, Hoppe-Seyler 164, 10, 1927. 
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Verdauung mit Gelatine als Substrat die gleichen Werte fiir die Zunahme 
der freien Carboxylgruppen. Wie die Abb. 11 zeigt, ist auch die GréBe 
der Schadigung der Urease bei 40° im Ansatz: 10 cem 1 °,,ige Urease- 
lésung, 2cem m/5 Citratpuffer pa = 5 und 3 cem der entsprechenden 
Papainlésung bei beiden Praparaten praktisch von der gleichen GréBe. 
Die pu-Werte der beiden Ansatze waren 4,99 und 4,97. 

Die gestrichelte Kurve der Abb. 11 gibt den Verlauf der Schadi- 
gung der Urease durch eine aufs zehnfache verdiinnte, aktivierte 10 ° ,ige 
Papainlésung in analogen Ansitzen, wie oben bei 40°, wieder. Die 
eingezeichneten Punkte, die gut auf diese 
Kurve fallen, sind bei 40° mit folgendem An- 
satz erhalten worden: 10 ccm 1°, iger Jack- 





bohnenmehlextrakt, 2 cem m/5 Citratpuffer 
pu = 5 und 3cem einer Lésung, die sich zu- 
sammensetzte aus 40 ccm der 1 °,,igen Urease- 
lésung, 8ccm m/5 Citratpuffer py = 5 und 
10 cem 10°, ige, aktivierte Papainlésung. Diese 
Lésung war 3 Tage lang bei 40° gehalten worden. 
Ihre ureatische Wirksamkeit war in dieser 
Zeit auf Null gesunken. Ibre Papainkonzen- 
tration betrug ein Fiinftel der urspriinglichen, 
10°,igen. Waren proteolytische Spaltungs- 
produkte der Lésungsgenossen der Urease 
wesentlich an den beobachteten Effekten be- Abb. 1, 
teiligt, so miiBten die mit dem zuletzt genannten 

Ansatz erhaltenen Werte offenbar tiefer liegen, als der Kurve ent- 
spricht, die mit der aufs zehnfache verdiinnten, aktivierten Papain- 
lésung erhalten worden war. Tatsachlich macht sich die Schwachung 
des Papains durch den Citratpuffer auch bei der Einwirkung auf die 
Urease geltend. 

Bei kritischer Interpretation wird man den Versuchen mit gekochten 
Papainlésungen kaum mehr entnehmen kénnen, als dafs sie nicht gegen 
eine Deutung der erhaltenen Effekte als enzymatischer sprechen. 
Demgegentiber wird die Tatsache, da sowohl beim Papain als auch 
beim Trypsin die aktivierten Proteasen ganz deutlich stairker wirken 
als die nicht aktivierten Praparate eine zwanglose Erklairung in der 
Annahme finden kénnen, daB die beobachtete Schadigung zum Teil 
wenigstens enzymatischer Natur ist. 











Allerdings ist dieser Annahme die Beantwortung zweier Fragen 
voranzustellen: 1. Wie wirken die proteolytischen Aktivatoren unter 
den Versuchsbedingungen auf die Urease? 2. Ist dieser Effekt nicht 
etwa zuriickzufiihren auf eine hemmende Wirkung der wahrend der 
Verdauung aus dem EiweifB der Protease wie des Ureasepriparats 
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entstehenden Abbauprodukte, deren Konzentration beim aktivierten 
Enzym rascher ansteigen miibte ? 

Die erste Frage findet durch Abb. 12 eine Beantwortung dahin- 
gehend, da Blausiure bei der Konzentration und den Versuchs- 
bedingungen dieser Arbeit auf den Verlauf der Schadigung der Urease 
keinen EinfluB hat. Das gleiche Resultat ergibt sich bereits aus 
Abb. 9. 
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Die Ansatze der in Abb. 12 wiedergegebenen Versuche waren 





folgende : 
a b ¢ 
I 10 com 1%ige | 2 cem m/5 Citrat- 3 cem HEN in der gleichen 
Ureaselisung | puffer py = 5 Konzentration wie in den 
aktiven Papainlésungen 
II ebenso ebenso Die 3ccm, der unter I an- 


gegebenen HC N-Lésung werden 
erst nach Ablauf der ent- 
sprechenden Zeiten zu 
a+b zugegeben 


Ein Unterschied zwischen den Ergebnissen der beiden Versuchs- 
reihen besteht praktisch nicht. Die Werte liegen innerhalb der Fehler- 
grenzen auf einer Geraden. Der Tangens des spitzen Neigungswinkels 
dieser Geraden mit der Abszisse betrigt 1:1,2. 1,25 war der ent- 
sprechende Wert, welchen in drei Versuchsreihen die tiblichen Kontroll- 
versuche mit nicht aktiviertem Papain und dem gleichen Ausgangs- 
punkt (15,5) ergaben. 


Die Beantwortung der Frage 2 ist bis zu einem gewissen Grade 
bereits durch Abb. 11 gegeben. Zur endgiiltigen Entscheidung dariber, 











~ wo ee =— A 


—= Ss 




















Einwirkung von Proteasen auf Ureasepraparate. 59 


ob die proteolytischen Abbauprodukte der eiweiBartigen Loésungs- 
genossen der Urease fiir dieses Enzym eigentliche Hemmungskérper 
darstellen, wurde folgender Versuch angesetzt. Man lieB den iiblichen 
Verdauungsansatz mit aktiviertem Papain (l0cem 1°,iger Mehl- 
extrakt, 2cem m/5 Citratpuffer po = 5, 3cem 10°,ige Papaincyan- 
hydrinlésung) bei 40° 2 bis 3 Tage laufen. Die ureatische Wirksamkeit 
sank dabei auf Null. Von dieser verdauten Lésung werden je 5 ccm zu 
einem Ansatz gegeben, der sich von dem eingangs erwahnten Harnstoff- 
spaltungsansatz nur dadurch unterschied, daB er statt 15 nur 10 ccm 
Wasser enthielt. Zu solchen Ansitzen werden je 5ccm der 1° igen 
Mehlextrakte gegeben und die Harnstoffspaltung bei 50° in Abhangig- 
keit von der Zeit untersucht. Die Ansitze unterscheiden sich also von 
denen, welche zu der oberen Kurve der Abb. | fiihrten nur dadurch, 
daB 5ccm H,O durch 5 ccm der verdauten Ureaselésung ersetzt sind. 

Die auf diese Weise erhaltenen Werte sind in der Abb. 13 ein- 
gezeichnet. Die entsprechenden Versuche mit dem iiblichen Harnstoff- 
spaltungsansatz —- also ohne die verdaute Ureaselésung — sind in 
dieser Abbildung als Blindversuche bezeichnet. Die Kurve stimmt mit 
der oberen der Abb. 1 praktisch vollstandig tiberein. 
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Die Harnstoffspaltung durch Urease ist auBerordentlich stark 
vom px abhangig. Es war darum angebracht, diese Zusammenhinge 
bei den Bedingungen der hier vorliegenden Versuche zu priifen, da 
eine starke pxu-Verschiebung wahrend der Reaktion zu einer Ver- 
zerrung der Schadigungskurven fiihren muB. Die Tabelle VII und 
die Abb. 14 geben die entwickelte NH,- Menge in Kubikzentimeter 
n/l0 Lésung in Abhangigkeit vom pa des Harnstoffspaltungs 
ansatzes wieder. Zu den verschieden mit m/2 Phosphatlésung ge- 
pufferten Harnstoffspaltungsansaitzen wurden je 5cem der tiblichen 
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Tabelle VII. 





Pu des Harnstoffspaltungs- 
ansatzes + 5 cem der Ver- 


H des m/2 dauungslisung - : 
Phosphatpuffers ‘ Jscniil| OM OF Ee 
vor der nach 

Spaltung 5 Minuten 
6,74 6,77 6,77 ae 
6,009 
eo 42 - on 4.0 
a” or 
7,16 (,2 1,20 40 
— — a 4,85 
F g ’ 
7,57 7,56 7,5 490 
a a 4,05 
( t 
7,97 7,84 8,01 410 
8,32 8,08 8,22 a 
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Abb. 14. py-Abhingigkeit der Urease. 


Verdauungslésung mit aktiviertem Papain gegeben (10 ccm 1° iger 
Mehlextrakt, 2 cem m/5 Citratpuffer pe = 5 und 3 cem 10°, ige 
aktivierte Papainlésung). Die Spaltung lief 5 Minuten bei 50°. Auf 
die unter diesen Umstainden freigemachte Ammoniakmenge beziehen 
sich die in Abb. 14 und Tabelle VIL angegebenen Werte. Die Abb. 14 
enthalt neben der angegebenen Versuchsreihe auch noch eine zweite, 
bei welcher der oben angegebene Verdauungsansatz vorher 1,5 Stunden 
bei 40° gehalten worden war. Die ureatische Wirksamkeit war dadurch 
um ziemlich genau 50°, gesunken. Dementsprechend lie} man die 
Harnstoffspaltung 10 Minuten lang laufen. Die Abbildung zeigt, daB 
die durch das Papainpraparat geschwachte Urease genau die gleiche 
pu-Abhangigkeit in ihrer Wirksamkeit zeigt, wie die ungeschwiachte. 

Lévgren (1. c.) fand das px-Optimum fiir Sojaurease abhangig von 
der Harnstoffkonzentration. Bei einer Harnstoffkonzentration von 
0,025 Mol im Liter lag das Optimum zwischen 7,55 und 7,65. Die 
entsprechenden Werte fiir eine 0,0125 mol. Lésung waren 7,66 bis 7,72. 
Die Molaritat des Harnstoffs betrug bei den vorliegenden Versuchen 0,02. 
Das Wirkungsoptimum liegt, wie Abb. 14 zeigt, zwischen 7,58 und 7,67. 
Man kann daraus schlieBen, daB das ureatische Enzym der Sojabohne 
identisch ist mit dem der Jackbohne. 
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LaBt man im Harnstoffspaltungsansatz die ureatische Spaltung 
durch 5 ccm folgenden Ansatzes: 10 cem 2°,ige Ureaselésung, 2 cem 
m/5 Citratpuffer, 3 ccm aktiviertes Papain bei 50° wihrend 15 Minuten 
laufen, so resultiert ein Umsatz von etwa 65°.,. Das pu des Reaktions- 
gemisches steigt dabei von 7,4 auf 7,67. 

Bei den meisten der hier angegebenen Versuche sinkt die Harnstoff- 
konzentration in den Spaltungsansatzen nicht tiefer als auf 0,007 Mol pro 
Liter. Dieser Wert wiirde fiir die Lésungen zutreffen, in denen 13 cem 
m/10 NH, ureatisch freigemacht wurden. Durch eine solche Spaltung 
wurde das px des Reaktionsgemisches auf 7,67 gehoben. Das pu- 
Optimum fiir eine 0,00625 molare Harnstofflésung liegt nach Ldévgren 
bei 7,76. Die in gleichen Zeiten bei diesem py-Wert einerseits und bei 
dem oben angegebenen von 7,67 andererseits aus einer 0,00625 molaren 
Harnstofflésung ureatisch freigemachten Ammoniakmengen unter- 
scheiden sich nach den Angaben von Lévgren um etwa 7”... Daraus 
ergibt sich, daB die Gestalt der Schadigungskurven durch die Ver- 
schiebung des pq-Optimums der Urease infolge der mit steigender 
Ureaseschidigung sinkenden Abnahme der Konzentration an Harnstoff 
mit dem Reaktionsverlauf nicht wesentlich beeinfluBt werden kann. 

In den Abb. l5a bis 15¢ und in den Tabellen VIII bis X ist eine 
Reihe von Versuchen wiedergegeben, die alle bei 40° mit folgenden 
Ansatzen durchgefiihrt wurden: 10 ccm 1°,iger Jackbohnenmehl- 
extrakt, 2cem m/5 Citratpuffer px = 5, 3 ccm 10°,ige Papainlésung, 
teils aktiviert, teils nicht aktiviert. Bis auf die durch gestrichelte 
Kurven in Abb. 15b wiedergegebenen Versuchsreihen handelt es sich 


Tabelle IX. 
Vergleich von aktiviertem und nicht aktiviertem Papain. 
Verdauungsansdtze wie in Tabelle VIII; Verdauungstemperatur 40°. Durch 


die Harnstoffspaltung mit der verdauten Urease in 15 Minuten bei 50° 
frei gemachtes Ammoniak in Kubikzentimetern n/10 H,S0O,. 


a Verdauungsansatz, b Blindversuch. 








| Papain Papain mit Blausdure 
Verdauungszeit nicht aktiviert aktiviert 
Std. a b a b 
11,1 12,3 8,2 12,1 
2 995 | 11,95 6.1 pa 
2.5 — — — 11,2 
3 8,9 11,1 5,2 — 
3.5 — — — 9.6 
4 7,9 7 4,35 —_ 
5,5 6,3 —- -- 9,2 
5,7 _ — 3,45 — 
6 ~~ 6 -- -- 
7 6,65 -— 3 8.3 
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Abb. 15a, 
Ureaseschadigung durch Papain. 
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Abb. 15b. 


Ureaseschadigung durch Papain 
und Papaincyanhydrin. 
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Abb. 15¢. 
Ureaseschidigung durch aktiviertes Papain. 
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Tabelle X. 

Versuche mit Papain + Blausaure. 
Verdauungsansatz: lO0cem 1% iger Schwertbohnenmehlextrakt, 3 ccm 
aktivierte Papainlésung, 2cem m/5 Citratpuffer pa = 5. Davon 5 ecm 
zum Harnstoffspaltungsansatz. Verdauungstemperatur 40°. Durch die 
Harnstoffspaltung mit der verdauten Urease in 15 Minuten bei 50° frei 

gemachtes NH, in Kubikzentimetern verbrauchter n/10 H,SQ,. 

a Verdauungsansatz, b Blindversuch. 











Ver-_ 29. I. | 31. I. 3. I. 4. IL 
dauungs- 
zeit | ee ee ee oT : 
Std. a b a b a | b a b 
0 13,95 — 13,5 _— 13,55 _ 13,45 — 
If, — _ 10,1 13,1 — 10,5 12,85 
1 7,5 11,2 7,4 11,8 9,1 1 8.9 12,5 
2 5,75 = 10,75 6,85 11,85 6,9 10,9 _ _ 
24 x ne = ‘ 6.45 11,7 
3 49 10,2 —_ — -- _ 5,7 11,15 
3,5 ae <n _ _ 4,8 10,0 —_ 
4 —_ - — 10,3 — | — — — 
5 a= a 43 9,7 42 | 9,75 4,3 9.9 
5,1 3,2 9,1 oe ~— - ome ua a 
6,5 Std. 6,5 Std. 
6 -- _ 3,9 8,95 3,7 6,50 3,75 8,1 
24 — — 0,7 365 — — ~ _ 
26 Std. 27 Std. 
49 — -- — — 0 1,65 0,6 5,05 


um das Papainpraparat I. Das py betrug fiir die Verdauungsansiatze 
sowohl mit aktiviertem als auch mit nicht aktiviertem Papain 5,0; 
fiir die Leerversuche ohne Papain 5,3. 

Die eben genannten Tabellen und vor allem Abbildungen sollen 
ein Bild geben von der Reproduzierbarkeit der angestellten Versuche. 
Die Unterschiede zwischen aktiviertem und nicht aktiviertem Papain 
kommen sehr deutlich zum Ausdruck. Die Leerversuche streuen im 
allgemeinen starker als die eigentlichen Versuche. Sie lassen sich aber 
trotzdem noch verhaltnismaBig gut um gerade Linien anordnen. Es 
verlauft also die Schwachung der Urease durch Temperatur und Puffer 
bei 40° innerhalb der ersten sieben Stunden nach einer Reaktion nullter 
Ordnung. DaB tatsichlich eine Reaktion héherer Ordnung vorliegt, 
macht bereits die Kurve der entsprechenden Kontrollversuche bei 50° 
evident (siehe Abb. 6). 

Die Tangenten der Neigungswinkel (sie sind neben jeder Geraden 
verzeichnet) der geraden Linien der Leerversuche schwanken nur 
wenig. Die Ausgangspunkte der Kurven schwanken um die Ordinate 13 
herum. 

Von Ambros und Harteneck war gefunden worden, daB Thiosulfat 
Papain unter bestimmten Bedingungen zu aktivieren vermag. Es 
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wurden zu 100 cem des 10° igen zentrifugierten und filtrierten Papains 
20 cem einer Lésung gegeben, die in 100 ccm 10 g kristallines Thiosulfat 
enthielt. Die mit dieser Papainlésung in sonst analogen Ansatzen, wie 
oben bei 40°, erhaltenen Werte gibt die unterste Kurve der Abb. 16 
wieder. Die Schwachung ist enorm. Bereits nach 2 Stunden ist die 
ureatische Wirksamkeit des Priiparats auf Null gesunken. Es stellte 
sich aber heraus, da®B das Thiosulfat in der Konzentration, in welcher 
es in dem damit aktivierten Papain vor- 
lag, bereits einen typischen Hemmungs- 
kérper z weiter Art fiir die Urease darstellte. 
Die mittlere Kurve der Abb. 16 wurde 
nimlich mit folgendem Ansatz erhalten: 
10cem 1°, iger Jackbohnenmehlextrakt, 
2cem m/5 Citratpuffer und 3 cem einer 
Thiosulfatlésung, deren Konzentration 
die gleiche war, wie in der eben er- 
wihnten Papainlésung. Die Blindver- 
suche mit dem Ansatz ohne Papain fallen 
zusammen mit denen, welche das mit =» 
Thiosulfat aktivierte Papain _lieferte. 
Selbst wenn man die prozentische 7 
Schwachung des Papains + Thiosulfat 6 
auf die durch das Thiosulfat allein 5 
hervorgerufene Schwachung bezieht!, so 
zeigt die so resultierende Kurve — die 
oberste, gestrichelte Linie in Abb. 2: 

einen bedeutend steileren Anstieg als 
die entsprechenden Kurven mit akti- 
viertem Papain, deren in Prozente um. 
gerechnete Schadigungswerte auf die 
Leerversuche bezogen sind. 


In Abb. 17 ist der Verlauf der 
Schwachung der Urease mit 10°,igem 
Papaincyanhydrin und m/5 Citratpuffer pa = 5 bei 30° wiedergegeben. 
Auch hier verlaufen die Leerversuche deutlich linear. Nur ist die 
Neigung dieser Geraden zur Abszisse bedeutend geringer. Die beiden 
unteren, vom Nullpunkt des Koordinatensystems ausgehenden Kurven 
geben die Differenz A in Kubikzentimeter zwischen den eigentlichen 
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Abb. 16. 


Schidigung der Urease durch 
mit Thiosulfat aktiviertes Papain. 


1 Sei beispielsweise a die zur Zeit ¢ gehérende Ordinate der mittleren 
Kurve der Abb. 16 und 4 die Differenz zwischen a und der zu t gehérenden 
Ordinate der untersten Kurve, so wiire die erwihnte prozentische Schwichung 
gleich 100/a A. 


Biochemische Zeitschrift Band 229. 5 


- bh uf 





66 J. Zakowski: 


und den Leerversuchen in Abhangigkeit von der Zeit wieder, und 
zwar fiir aktiviertes Papain mit m/5 Citratpuffer px = 5 bei 30 und 40°. 
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3 8 Abb. 17. 
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Verdauungszeit 


Die Abb. 18a und 18b geben Versuche wieder mit aktiviertem 
Papain in der gleichen Konzentration, nur bei alkalischerem px. Als 
Puffer wurde benutzt: m/5 Phosphatpuffer pa = 7,8 bzw. m/4 Phosphat- 
puffer po = 7,4. Das pa der Verdauungsansitze betrug 7,2 bis 7,3; 
die entsprechenden Werte fiir die Kontrollversuche ohne Papain waren 
7,6 bis 7,7. Die Abb. 18b bezieht sich auf Versuche mit aktiviertem 
Papain beim pa = 7,2 und einer Temperatur von 30°. 

Die Abb. 18a und I8b zeigen: 

1. Die Schwaichung der Urease durch Papain lauft der alkali- 
metrisch bestimmten Zunahme der Carboxylgruppen im Jackbohnen- 
mehlextrakt in der Nahe des Neutralpunktes nur insofern symbat, als 
die Unterschiede zwischen aktiviertem und nicht aktiviertem Papain 
gegeniiber den Versuchen bei px = 5 kleiner werden. Die Geschwindig- 
keit der Ureaseschwachung wird aber im Gegensatz zu den Ergebnissen 
der in den Abb. 3a und 3b dargestellten Versuche beim alkalischeren 
pu kleiner. Dies ergibt sich besonders deutlich durch einen Vergleich 
der Abb. 17 und 18b. Fiihrt man also die Schaidigung der Urease 
durch das Papain im wesentlichen auf Enzymwirkung zuriick, so miBte 
der abgebaute, fiir die Wirkungsweise des Enzyms notwendige Eiweib- 
stoff von anderer Art sein als die Jackbohnenglobuline, deren Abbau 
mit der Willstdtter-Leitzschen Methode verfolgt wurde. 
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Vertritt man die Ansicht, daB das py-Optimum des Papains zu- 
sammenfallt mit dem isoelektrischen Punkt des Substrats!, so wiirde 
die Tatsache, daB bei einer Verschiebung des py vom Werte 5 ins 
Alkalische die Geschwindigkeit der Ureaseschidigung deutlich abnimmt, 
mit dem von Sumner fiir den isoelektrischen Punkt der Urease er- 
mittelten Wert von 5 in Einklang stehen. 
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Abb. 18a. Abb. 18b 
Versuche mit Papain und aktiviertem Papain Versuche mit aktiviertem Papain bei 30°. 
bei 40°. Pu tae Pu = 7,2 


2. Wie die Leerversuche zeigen, ist die durch Temperatur und 
Puffer veranlaBte Schwichung der Urease mit m/5 Phosphatpuffer 
pu = 7,5 bei 40° kleiner als beim Citratpuffer py = 5. Die Leeransiitze 
mit Citratpuffer zeigen Niederschlage, wihrend die benutzten alkalischen 
Phosphatpuffer keinen Niederschlag im Jackbohnenmehlextrakt er- 
zeugen. Doch kann weder dieser Niederschlagsbildung noch das ver- 
schiedene px zur vollstaindigen Deutung des Unterschiedes im Ver- 
halten der beiden Puffer der Urease gegeniiber herangezogen werden. 

Arbeitet man naimlich mit m/5 Phosphatpuffer pa = 5 in der 
iiblichen Weise bei 40°, so zeigt die Gerade der Leerversuche nur eine 
Neigung 1: 7, trotzdem die Leeransitze auch hier einen starken Nieder- 


1 Hoppe-Seyler 138, 198, 1924. 
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schlag zeigen. Man kann daraus schlieBen, dab das Citration die Urease 
in dem bei unseren Leerversuchen vorhandenen Milieu starker angreift 
als das Phosphation. 


In Abb. 19 sind Versuche mit Phosphatpuffer px == 5 verschiedener 
Konzentration bei 40° wiedergegeben. Es handelt sich um folgende 
Ansitze: 10cem 1°,iger Jackbohnenmehlextrakt, 3ccm 10°” ,iges 
aktiviertes Papain und 2 cem m/5 bzw m/50 Phosphatpuffer pa = 4,95. 
Uber das pa der Ansatze gibt Tabelle X1 Auskunft. 


Tabelle XI. 
















































Phosphatpuffer Pu der Verdauungsansiétze Pu der Leer- 
meena en 1h . —- versuche 
Molaritat Pu sofort nach 6 Std. ohne Papain 
m/5 4,93 5,2 5,2 5,6 
m/50 4,95 5,24 5,41 6,24 
13 T 
oa a 
72h ; 2. —_—_+—_+_}_} 
4}4—+— oe —_— 
1 . co lites. 
if ° 
J y | | 
cm: Ser we BR 40 
» —-— = or a .% 2a ee 
| 
7, : ‘ : a. ee | eeagiial 
2 ro} ! . S$ é ¢ 7°4% 
77 - &% % Phasphaip. fiy-S 3 ~~ 7|—_+_\+——- + +—_ +“ 
+ 0+ ” ” 46.30 
guj\t °° | Hs wees 
5 °p Bi» » 6.6.30 @ \x 
VIt—K soHe» ¥ 12.630 Be ae 
SS oat ! a 
}—___4 > x a ca cae yP to mee ae -—— 7 — 
| ~ ; | * } | 
fae OSs == pS Se ee Se 
| : ae - | 
| 
{a ae Se Se ee Ge Ge q 2, @@ Citratpuffer B ny=5 4 
5t— —-- T pt 7 ex ” % ny=5 - 
| | | l | 
7 2 3% §S 6 TAS 7 2 3 ¥ S 63@7 
Abb. 19. Abb. 20. 
Versuche mit aktiviertem Papain und  Ejinfluf der Pufferkonzentration auf den Verlauf 
Phosphatpuffer bei 40°. py = 5. der Schadigung durch aktiviertes Papain. 


Die Blindversuche mit den zwei verschieden molaren Puffern 
lassen sich praktisch durch die gleiche Gerade darstellen. Eine Ver- 
schiebung des pa um 0,6 Einh. scheint sich also in der Neigung der 
Geraden der Leerversuche noch nicht auszuwirken. 


Auch die eigentlichen Verdauungsversuche verlaufen bei beiden 
Pufferkonzentrationen praktisch gleich. 
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Vergleicht man die Ureaseschadigung durch Papaincyanhydrin bei 
Gegenwart von Phosphatpuffer py 5 mit der analogen bei Gegenwart 
der entsprechenden Citratpuffer (siehe Abb. 20*), so zeigt sich: 

1. Die Kurven, welche die Leer- und die Verdauungsversuche 
wiedergeben, verlaufen beide flacher bei Verwendung von Phosphat- 
puffern. 

2. Die Anderung der molaren Puffer- 





konzentration von m/5 auf m/50 hat bei 
beiden Puffern auf den Verlauf der Ver- 
dauungskurven keinen groBen EinfluB. 

3. Dagegen spricht die Gerade der 
Leerversuche mit Citratpuffer im Gegen- 
satz zu den Phosphatversuchen deutlich 
auf diese Konzentrationsinderung im 
Sinne einer steigenden Neigung mit 














steigender Konzentration des Puffers an. 6 
Um weitere Anhaltspunkte fiir den 50\- | 

s- ° | tt 
KinfluB des zugesetzten Puffers auf die Pad 

‘ - 3: y - + + ——i 
Schaidigung der Urease durch Papain ® ue 
eHees , : 8 30h «ohne buffer 
zu gewinnen, wurden Verdauungsver- : vk 
suche ohne Puffer angesetzt. Diese Ver- 20 fo barren 

: . ‘ . 4 r ° x ohne Puffer 

suche liefen mit folgenden Ansitzen: 10} f A 0+ mit Beitratpufier 
10cem 1°,iges Jackbohnenextrakt, 3 ecm Tiy~5 
10°. iges Papaineyanhydrin und 2 ccm ee es 
Wasser. Die Tabelle XII gibt die py- Abb. 21. 

7 7 9 Versuche mit aktiviertem Papain 
Werte zu den Versuchen der Abb. 21. ohne Puffer bei 30°. 


Tabelle X11. 








des a. ysansatzes der pore. Je ohne 
‘ : a Papain 
sofort nach 6 Std. sofort nach 6 Std. 
Mit m5 Citratpuffer pg — 5 . 4,99 4,96 5,21 
errr Ss bw @ 6 ws 5,01 4,98 6,16 


Die Versuche der Abb. 21 liefen bei 30°. Da die Schidigung der 
Urease bei 30° ohne Puffer sehr gering ist, so war zu erwarten, dab 
die mit Papain ohne Puffer erhaltenen Werte ein Bild von der reinen 
Enzymschadigung geben wiirden. Rechnet man die erhaltenen Werte 


* Die Ansétze der in dieser Abbildung wiedergegebenen Versuche 
gleichen bis auf den als Puffer verwendeten Elektrolyten ganz den zu 
Abb. 19 angegebenen. Die Versuchstemperatur war auch die gleiche. 
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in Prozente Schadigung um, die man auf die Leerversuche bezieht, 
so miuBten diese Werte fiir die Versuchsreihen mit und ohne Puffer 
zusammenfallen, rein additives Zu- 
































a 0+ Ayan | sammentreten der beiden Schadi- 
$ Te Papain + HCN — gungen und UnbeeinfluBbarkeit des 
73 } 1 apains durch den Puffer voraus- 
@ gesetzt. Die erwahnten Kurven 
S77 sind in der unteren Halfte der 
3 Abb. 21 eingezeichnet. Sie fallen 
22 nicht zusammen. Es scheint viel- 
I | mehr die Schadigungsgeschwindig- 
Pee ee ae a ee keit durch die Anwesenheit des 
yt_} | ies Bi ty ae Puffers erhéht zu werden. 
60 6} —+- a4 o Die gleichen Effekte wurden 
pA 5 L | 2 Citraty. — auch bei 40° beobachtet, und zwar 
me ii Ge Bs. ~~ nal besonders kraB bei nicht akti- 
3 y aT viertem Papain. Die Abb. 22 gibt 
_* —_ | = Se a die Werte von zwei Versuchsreihen 
202 a a .. coe ae mit aktiviertem und nicht akti- 
0 1K pain gine Puter _ viertem 10 °,igen Papain ohne 
Toh Se at Sa Se Puffer bei 40°*. Die pu-Werte 
I A Mn va, der entsprechenden Ansitze gibt 
Abb. 22. 4 
Versuche mit Papain ohne Puffer bei 40°. Tabelle XI. 
Tabelle XIII. 
PH H 
des Verdauungsansatzes der Leerversuche 
sofort “nach 6 Std. sofort . nach 6 Std. 
ee ee ar eee — 5,54 6,37 6,37 
Papain+ HCN ......,. 5,22 5,38 6,37 6,37 


Wie die Abb. 22 zeigt, sind bei den Versuchen ohne Puffer die 
Unterschiede in den Schadigungswerten von aktiviertem und nicht 
aktiviertem Papain viel gréBer als bei den Versuchen mit m/5 Citrat- 
puffer. Die drei untersten Kurven der Abb. 22 geben die in der oben 
angegebenen Weise auf Prozente berechnete Schadigung wieder. Die 
mittlere der drei genannten Kurven gibt zum Vergleich die analogen 
Werte mit nicht aktiviertem Papain nur bei Gegenwart von m/5 Citrat- 


* H. B. Brill u. R. E. Brown, Philippine Journ. of Sc. 20, 185, 1922, 
haben bereits eine Steigerung der Papainwirkung durch Citratpuffer 
festgestellt. Vgl. auch Willstdtter u. Grassmann, Hoppe-Seyler 188, 
184, 1924. 
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puffer in der tiblichen Menge. Man sieht, diese Kurve reicht 
fast an die des mit Blausdure aktivierten Papains ohne Puffer heran. 





In Abb. 23 sind die in Prozente zo oe : 
umgerechneten Schadigungswerte, wie po .-4-4-4- 
sie mit aktiviertem Papain bei Ver- (Banke 
wendung von Puffern verschiedener Art 
und Konzentration, aber gleichem px 
Wert erhalten wurden, wiedergegeben. Sad 
Bis zum Beginn der vierten Stunde  §59\— 
fallen die Versuche ohne Puffer und & 

; a : RS 
mit m/5 Phosphatpuffer praktisch zu- 
sammen, dann aber ist bei Verwendung 
von Phosphat nur noch ein = ganz 
schwacher Anstieg der prozentuellen 10 
Ureaseschadigung festzustellen. 







: etna Rinse 

| © B Citratpuer 

| e Bcratnuter} ws 

tse t. @w 
Beim Citratpuffer steigt wenig- Abb. 23. 

stens fiir die ersten 3 Stunden von 

der Konzentration 0 bis zur Konzentration m/5 die Schadigungs- 


cai .| 
geschwindigkeit mit zunehmender Pufferkonzentration deutlich an}. 











Eine Verwendung des Ureasepriparats Squibb an Stelle der Arlco- 
urease bot nichts prinzipiell Neues. In den Abb. 24a und 24b sind die 
Werte von vier Versuchsreihen mit diesem Praparat wiedergegeben. Die 
Verdauungsansitze der.in Abb. 23a wiedergegebenen Versuche waren 
folgende: 10 cem nicht filtrierte Squibblésung, und zwar von den 
Konzentrationen 1,2, 0,8, 0,4 und 0,2°,, 2 cem m/5 Citratpuffer pu 5, 
3cem aktiviertes 10°,iges Papain. 

Die Versuchstemperatur war 40°. Der Verlauf der Versuche war 
ganz analog dem der bisher beschriebenen. Nur bei der 0,2" igen 
Ureaselésung wurde die Harnstoffspaltung bei 50° statt 15 30 Minuten 
lang laufen gelassen. Ler Verlauf der Kurven scheint zunachst darauf 
hinzudeuten, daB die Schidigungsgeschwindigkeit sowohl in den Leer- 
versuchen als auch in den Verdauungsversuchen mit fallender Urease- 
konzentration ansteigt. Zur besseren Verdeutlichung dieser Tatsache 
sind in der Abb. 24a die Kurven der Leerversuche paralle] mit sich 
selbst in den Ausgangspunkt der Kurve fiir die héchste Substrat- 
konzentration verschoben worden. Die Abb. 24b zeigt die Verdauungs- 
versuche umgerechnet auf Prozente Schidigung, welche auf die Leer- 
versuche bezogen sind. 


' Man vgl. dazu W. E. Ringer u. B. W. Grutterink, Hoppe-Seyler 164, 
1927. 
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Die gleiche Abhangigkeit der Schaidigungsgeschwindigkeit von 
der Konzentration wurde auch bei der Arlcourease gefunden. Es wurde 
eine 2°,,ige Lésung des Bohnenmehls hergestellt. Diese Losung wurde 
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Abb. 24a. 
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filtriert. Ein Teil des Filtrats wurde aufs Doppelte verdiinnt. Diese 
Lésungen sind in den Abb. 25a und 25b als 2- und 1’ ,ige bezeichnet. 


Bei den Versuchen dieser beiden Abbildungen handelt es sich um 
Verdauungsansitze mit 10°,,igem Papaincyanhydrin und m/5 Citrat- 
puffer pa = 5. 

Die eben gegebene Interpretation der in den Abb. 24 und 25 wieder- 
gegebenen Versuchsreihen, namlich als einer Abnahme der Schwachungs- 
geschwindigkeit der Urease durch das Papain mit zunehmender Kon- 
zentration des Substrats, setzt die Linearitat zwischen Ureasemenge und 
Umsatz an Harnstoff bis zu Spaltungszellen von fast 100°, voraus, 
Diese Voraussetzung besteht aber, wie sich aus Abb. 2 ergibt, nur bis 
zu einem Umsatz von 60 bis 70°,. Unmittelbar beweisend fiir das 
Vorhandensein einer Parallelitat zwischen Resistenz und Konzentration 
waren also zundchst nur die beiden untersten Kurvenpaare der Abb. 24 
(0,2 und 0,4°.). Die geringe Differenz gerade zwischen diesen beiden 
Versuchsreihen bietet aber keinen ausreichenden Beweis fiir die er- 
waihnte Ausdeutung der Versuche. 

Gegen eine solche Interpretation spricht auch die Tatsache, dab 
die reine Temperaturschidigung der Urease diese Abhangigkeit von 
der Konzentration nicht zeigte. In Abb. 25c ist die Schwaichung der 
ureatischen Wirksamkeit von Jackbohnenmehl mit der Zeit bei 40° 
in folgenden Ansiatzen wiedergegeben : 

1. 10cem 1°, ige Jackbohnenmehllésung, 5cem H,O (QO): 

2. 10cem 1°, ige Jackbohnenmehllésung, 20 cem H,O (+). 
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Abb. 25¢. 


Die Versuche mit Ansatz 1 wurden in der tiblichen Weise durch- 
gefiihrt. Von Ansatz 2 wurden statt 5 10 ccm nach den entsprechenden 
Zeiten zu einem Harnstoffspaltungsansatz gegeben, der 5ccm H,O 
weniger enthielt als der iibliche. Die mit den beiden Ansitzen er- 
haltenen Werte stimmen praktisch tiberein. 

Andererseits ergaben Versuche mit stark herabgesetzten Kon- 
zentrationen sowohl an Urease als auch an Papain, daB die Geschwindig- 
keit der Ureaseschidigung trotz Ve~kleinerung des Produkts der Kon- 
zentrationen der beiden aufeinander reagierenden Enzyme auf !/59 
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sich praktisch nicht anderte. Es handelt sich um Versuche, die in den 
Abb. 26 und 27 wiedergegeben sind und die in Parallele gesetzt werden 
mussen mit der durch die oberste gestrichelte Kurve der in Abb. 10 
(1/199 Papain) wiedergegebenen Versuchsreihe. Bei diesen Versuchen 
handelte es sich darum, die Schwachung der Urease auch unter solchen 
Konzentrationsverhaltnissen von Enzym (Papaincyanhydrin) zu Sub- 
strat (Jackbohnenmehl) zu unsersuchen, wie sie den Fermenten als 
Katalysatoren schon eher entsprechen. 
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Die in Abb. 26 wiedergegebenen Versuche sind mit folgendem An 
satz gemacht: 25 cem 0,1 °,,ige Ureaselésung!, 2 cem aktivierte Papain- 
lésung 1: 100 (Verdiinnen der 10°,igen aufs Hundertfache). Die 
Aktivierung erfolgte erst nach der Verdiinnung, und zwar so, dab die 
Blauséurekonzentration die gleiche war wie bei den 10° igen Papain- 
evanhydrinlésungen, und schlieBlich 1 ecem m/5 Citratpuffer pa = 5. 
Von diesen Ansitzen wurden nach den entsprechenden Zeiten 20 cem 
zu 20cem m/2 Phosphatpuffer pg = 7,4 und 10cem m/10 Harnstoff 
gegeben. Die Harnstoffspaltung lief bei 50° 30 Minuten lang. Bei 
den Leerversuchen wurde das Papain erst kurz vor der Zugabe der 
20 cem zur gepufferten Harnstofflésung zugesetzt. Das pu der Leer- 
wie der Verdauungsversuche blieb konstant auf 5,2. In den eben 
erwahnten Verdauungsansétzen kamen auf 75 Gewichtsteile des Urease- 
praparats 12 Gewichtsteile des Papainpraparats. Wie die Abb. 25 
zeigt, ist nach 7 Stunden bereits eine Schwachung der Urease um 
52,5°,, — bezogen auf den Wert des entsprechenden Leerversuchs 
eingetreten. 

In Abb. 27 ist eine ganz analoge Versuchsreihe wiedergegeben. 
Nur ist in dieser Reihe im Gegensatz zu den eben erwihnten Versuchen 


1 Die 1 %ige Lésung aufs Zehnfache verdiinnt. 
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nicht das verdiinnte Papain aktiviert worden, sondern es wurde 10 ° ,iges 
Papaincyanhydrin aufs 100fache verdiinnt, so daB also hier die Blau- 
séurekonzentration nur rund 1/,,, derjenigen betrigt, die bei den in 
Abb. 26 wiedergegebenen Versuchen Verwendung fand. Die drei 
Ansitze der Versuche der Abb. 27 waren folgende : 

1. 25cem 1 °,iges Jackbohnenmehl, verdiinnt 1 : 10; 2 cem 10 °iges 

Papaincyanhydrin, verdiinnt 1: 100; leem m/5 Citratpuffer 
pu = 5. 

Wie 1., nur wurden die 2 cem der Papainlésung erst nach den 
in der Abbildung angegebenen Zeiten zugegeben. 

Wie 1., nur an Stelle der nicht vorbehandelten Papainlésung 
eine eben auf 100° erhitzte. 

Trotzdem bei den in Abb. 27 wiedergegebenen Versuchen die 
Konzentration an Papain etwa nur !/,, die an Urease rund !/, so groB 
war wie in der Versuchsreihe, welche die oberste gestrichelte Kurve 
der Abb. 10 wiedergibt, bleibt die GréBe der prozentuellen Schadigung 
nach 4 Stunden praktisch die gleiche. 


Die Abb. 27 zeigt noch besonders deutlich, daB die Versuche mit der 
durch Hitze inaktivierten verdiinnten Papainlésung nicht gegen eine 
enzymatische Natur der Schwichung der Urease durch das Papain 
sprechen. In den Versuchen mit der gekochten Papainlésung (Abb. 27) 


macht sich vielleicht der geringeren Ureasekonzentration entsprechend ! 
bereits eine kleine Aktivierung des Enzyms durch die Blausadure be- 
merklich. 

Verdauungsversuche mit Trypsin. 

Die Darstellung des Trypsins geschah nach der Methode von 
Willstatter und Waldschmidt- Leitz aus Schweinepankreas. Die gekochten 
und gemahlenen Driisen wurden eine Stunde bei 40° mit 87° igem 
Glycerin im Verhaltnis 1:10 extrahiert. Das Filtrat hiervon ist im 
folgenden als 10° ,ige Lésung bezeichnet. 

Die Enterokinase wurde aus der Schleimhaut ven Schweine- 
diinndirmen nach Waldschmidt-Leitz hergestellt. 10g des Darm 
pulvers wurden mit 500 ccm n/500 Ammoniak extrahiert, das un- 
lésliche wurde abzentrifugiert und die Lésung im Faust-Heim bis zum 
Verschwinden der alkalischen Reaktion eingedampft. Der Rest — 
etwa 90ccem —- wurde mit wisseriger Glycerinlésung auf 180 ccm 
aufgefiillt, so daB die Endlésung 20°, Glycerin enthielt. Zwecks 
Aktivierung wurde diese Enterokinaselésung zur im Verhiltnis 1: 1 
mit Wasser verdiinnten 10 °,igen Glycerinlésung des Trypsins gegeben, 
so daB auf ein Volumenteil der Enterokinaselésung zwei Volumenteile 


1 T. Takahata, diese Zeitschr. 140, 154, 1923. 
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der verdiinnten Glycerinlésung kamen. Das Ganze wurde eine halbe 
Stunde bei 40° belassen. Die nicht aktivierten Trypsinlésungen wurden 
vor Gebrauch entsprechend im Verhaltnis 1:2 mit Wasser verdiinnt. 
Diese Lésungen sind im folgenden kurz als Trypsin oder Trypsinkinase- 
lésungen bezeichnet. 

Als Puffer wurde bei den Verdauungsversuchen mit Trypsin durch 
wegs m/l Ammonpuffer py = 8,9 benutzt. Der Ammoniakgehalt 
des Puffers wurde durch Blindversuche ermittelt und aus den erhaltenen 
Werten eliminiert. 

Die Wirksamkeit der genannten Trypsinpraparate wurde bei 40° 
in folgenden Ansaétzen mit Gelatine und Jackbohnenmehl als Substrat 
untersucht : 

1. 30cem 8°, ige Gelatine, 15cem m/l Ammonpuffer py = 8,9 

und 15 ccm Trypsinkinaselésung. 

2. 10cem 10°, iger Jackbohnenmehlextrakt, zentrifugiert und 
filtriert; 2cem m/l Ammonpuffer pa = 8,9; 3ccm Trypsin- 
bzw. Trypsinkinaselésung. 

In 5cem dieser Ansitze wurde die Zunahme der freien Carboxyl- 

gruppen durch Titration mit m/20 K(OH) nach Wétlstdtter-Wald- 
schmidt-Leitz verfolgt. Die erhaltenen Werte gibt Tabelle XIV wieder. 


Tabelle XIV. 
Kubikzentimeter n/20 K(OH). 








Minuten : 5 | 10/| 15 | 20| 30 60 120 «180 | 240 300 
Ansatz1, pu = 8,24>8,11 (5,8 7,0 7,8 8,6 94 —- — Fj — -- _ 
» 2,mit Trypsin. .. |/— — — — 0,34 0,52 0,69 1,03 1,55 1,65 
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Bei der Abb. 28 handelt es sich um die aufs Trypsin iibertragenen 
Versuche der Abb. 13. Der Verdauungsansatz, der 25 Stunden bei 40° 
lief, war folgender: 20cem 1°, iger Jackbohnenmehlextrakt, 5 cem 
Trypsinkinaselésung, 4ccm m/l Ammonpuffer pa = 8,9. 

Die ureatische Wirksamkeit dieses Ansatzes war nach 25 Stunden 
auf Null gesunken. Es wurden — wie bei den Versuchen der Abb. 13 
5cem eines 1°, igen Jackbohnenmehlextrakts einmal zu dem Harn- 
stoffspaltungsansatz und ein zweites Mal zu einem Ansatz gegeben, 
der sich von dem eben genannten nur dadurch unterschied, daB 5 cem 
H,O durch 5cem der mit Trypsinkinase 25 Stunden lang verdauten 
Lésung ersetzt waren. Die Harnstoffspaltung lief bei 50°. Man sieht 
praktisch keinen EinfluB der verdauten Ureaselésung auf die Harn- 
stoffspaltung. Danach scheint also die Trypsinkinaselésung keine eigent- 
lichen Hemmungsk6rper fiir die Urease zu enthalten, noch scheinen 
sich solche Stoffe im Verlauf der Verdauung zu bilden. 
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Abb. 29. 
Blindversuche mit Trypsin und Ammonpuffer. py = 8,9. 


Frische Trypsinkinaselésungen kénnen aber -—- wie aus Abb. 29 
hervorgeht — ein anderes Verhalten zeigen. Es wurden zu den An- 


sitzen l0cem 1°,iger Jackbohnenmehlextrakt, 2ccm m/l Ammon- 
puffer px = 8,9 nach den aus der Abbildung ersichtlichen Zeiten einmal 
3 ccm H,O gegeben und das andere Mal — wie bei den tiblichen Leer. 
versuchen -—-- 3cem der Trypsinkinaselésung. Man sieht deutlich eine 
annabernde Parallelverschiebung zu kleineren Werten durch die Protease- 
lésung. Im Gegensatz zu den Papainlésungen, wo dieser Effekt nie 
so ausgesprochen beobachtet wurde. 
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Eine Erklarungsmdéglichkeit fiir die Parallelverschiebung der Kurve 
der Leerversuche, je nachdem, ob man nach Ablauf der entsprechen- 
den Zeiten Wasser oder aktiviertes Trypsin zusetzt, bietet sich auch 
in der Annahme, daB die Schwaichurg der Urease auch noch wahrend 
der Harnstoffspaltung fortschreitet. Gewisse Tatsachen scheinen aber 
dafiir zu sprechen, daB dieser Effekt durch die Enterokinase veranlaBt 
wird. Die Dinge kcmplizieren sich dadurch, daB diese fiir eigent- 
liche Hemmungsk6rper typische Erscheinung sowohl mit Enterokinase 
wie mit Enterokinasetrypsin nicht immer zu reproduzieren war. Auf 
Grund der gemachten Versuche kann man jedenfalls sagen, daB die 
benutzten Enterokinaselésungen unter gewissen nicht niher bekannten 
Umstarden eigentliche He.nmungskérper fiir die Urease enthalten 
k6nnen. 


Einen Beleg fiir die eben gemachte Behauptung bilden die Versuchs- 
reihen, die in Abb. 30 wiedergegeben sind. Die Ansitze der fiinf Versuchs- 
reihen waren folgende: 

10cem 1° ,iger Jackbchnenmehlextrakt, 2cem m/l Ammon- 
puffer pu = 8,9 mit: 

1. 3cem auf 110° erwirmter Trypsinkinaselésung ; 

2. 3ccem einer Lésung aus: | Teil Enterokinase, 1 Teil Glycerin, 

1 Teil H,O?; 

3. wie 2., aber nicht gleich, sondern erst nach Ablauf der ent- 

sprechenden Zeiten zugegeben; 

4. 3ccm H,O; 


5. 3eem Trypsinkinaselésung. 

Die Abb. 30 zeigt, daB die bereits in Abb. 29 deutliche Parallel- 
verschiebung auch durch Enterokinase allein veranlaBt werden kann, 
wobei es gleichgiiltig ist, ob man die Enterokinaselésung gleich zur 
gepufferten Ureaselésung gibt oder erst nach Ablauf der angegebenen 
Stunden. 

Die Werte fiir die durch die Hitze inaktivierte Trypsinkinase- 
lésung liegen auf der Geraden der Leerversuche. Es bilden also die 
Versuche mit dem durch Hitze inaktivierten Enzym kein Argument 
gegen einen fermentativen Abbau der Urease durch Trypsin. 

Auffallig ist der Unterschied in der Neigung der Geraden der 
Leerversuche bei 40° in den Abb. 29 und 30. Es scheint, als wenn die 
Urease bei Gegenwart von Ammonpuffer pa = 8,9 — das px der 
Leerversuche bei diesem Puffer war 8,6 bis 8,7, wahrend die ent- 


! Die Konzentration dieser Lésung an Enterokinase ist gleich der- 
jenigen der Trypsinkinaselésung. 
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sprechenden Werte fiir die Verdauungsansatze 8,3 bis 8,6 betrugen 
sehr labil in dem Sinne ist, daB bereits unkontrollierbare Anderungen 
der Lésung auf den Verlauf der Schidigung durch Elektrolyte und 
Temperatur von grobem EinfluB sind. Diese Labilitaét auBert sich 
auch in ziemlich erheblichen Schwankungen des Ausgangspunktes 
der Schadigungskurven. 

Die Abb. 31 gibt zwei gut miteinander iibereinstimmende Versuchs- 
reihen mit einer etwa 4 Monate alten Trypsinlésung bei 40°. Der Ver- 
dauungsansatz war hier und bei den iibrigen Versuchen mit Trypsin 
folgender: 10 cem 1 °,,iger Jackbohnenmehlextrakt, 2 cem m/1 Ammon- 
puffer pu = 8,9, 3cem Trypsinlésung. Trotzdem sowohl Gelatine als 
auch die wasserléslichen EiweiBstoffe des Jackbohnenmehls von der 
Trypsinkinaselésung energischer angegriffen werden als vom aktivierten 
Papain in der héchsten verwendeten Konzentration, ist das Tempo 
der Schadigung der Urease durch aktiviertes Trypsin bei den in 
Abb. 31 wiedergegebenen Versuchen handelt es sich um spontane 
Aktivierung — im wesentlichen das gleiche wie durch Papaincyanhydrin. 

Die Abb. 32 gibt zwei Versuchsreihen mit frischem —- also héchstens 
schwach aktiviertem Trypsin. Die Schwachung der Urease ist in diesem 

© Lnterokinase nachher, 
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Abb. 30. Abb. 31. 
Kontrollversuche mit Trypsin. Schidigung der Urease durch ein 4 Monate 
altes Trypsinpriparat. 
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Falle bedeutend geringer als bei den Versuchen der Abb. 31. Die 
eigentliche Schidigungskurve und die Kurve der Leerversuche riicken 
sehr dicht aneinander. 

In den Abb. 33a bis 33¢ sind je zwei Versuchsreihen zusammen- 
gestellt, von denen die eine mit frisch hergestelltem Trypsin, die zweite 
(gestrichelt gezeichnet) mit daraus hergestellter Trypsinkinase durch- 
gefiihrt wurden. Auch diese Abbildungen zeigen, daB die Unterschiede 
zwischen den Schadigungen durch das schwach und vollstandig akti- 
vierte Enzym bedeutend betrichtlicher sind als die analogen beim 
Papain. 

Da auch die Enterokinase — wie die Abb. 30 zeigt — keinen 
Hemmungskoérper zweiter Art fiir die Urease darstellt, so wird man 
diese Tatsache als starkste Stiitze dafiir ansehen kénnen, daB es sich 
auch bei der Schadigung der Urease durch das Trypsin um einen fermen- 
tativen ProzeB handelt. 

Die Abb. 33a bis 33c zeigen auch die oben erwahnten starken 
Schwankungen des Nullpunktes der Schwachungskurven und die 
Schwankungen in der Neigung der Geraden der Leerversuche. In 
der Abb. 33c ist die Parallelverschiebung der Geraden der Leerversuche 
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durch das aktivierte Trypsin deutlich, in Abb. 33b mutet diese Aus- 
deutung der Versuchspunkte schon etwas willkiirlich an; in Abb. 33a 
schlieBlich fallen die Leerversuchskurven fiir das aktivierte und nicht 
aktivierte Enzym zusammen. 


Trotz der groBen Verschiedenheit in Lage und Neigung der Leer- 
versuchskurven scheinen sich die dadurch dokumentierten Unter- 
schiede der einzelnen Ureaselésungen in den Verdauungsansitzen bereits 
nach ein- bis zweistiindiger Proteaseeinwirkung weitgehend ausgeglichen 
zu haben. Die Kurven verlaufen nimlich von der zweiten Stunde an 
so gut wie unabhangig von Lage und Neigung der Leerversuchsgeraden. 
Durch diese Feststellung scheinen die Leerversuche zunachst ihre 
Bedeutung als Bezugspunkte zur Feststellung der reinen Protease- 
wirkung zu verlieren. Zeichnet man aber — wie das in Abb. 34 geschehen 
ist — die auf die Leerversuche bezogene prozentuelle Schadigung der 
Urease durch Trypsinkinase auf, so zeigt sich, daB nur die Versuche 
der Abb. 31* starker herausfallen, fiir die drei anderen Versuchsreihen 
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* Die mit einem 4 Monate alten Trypsinpraparat aufgenommene Kurve. 
Die in Abb. 34 angegebenen Nummern fiir die Abbildungen, denen die 
entsprechenden Werte entnommen sind, sind alle um eine zu niedrig. 
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laBt sich eine mittlere Kurve zeichnen derart, daB die Abweichungen 
der gemessenen Werte von den entsprechenden Werten dieser Kurve 
im Durchschnitt —- 5°, betragen. 

In die Abb. 34 ist noch die entsprechende Kurve fiir Papaincyan- 
hydrin bei m/5 Citratpuffer pa = 5 eingezeichnet. Der Unterschied 
zwischen der Wirksamkeit der beiden Proteasen ist bei den benutzten 
Konzentrationen nicht groB. Noch besser ist die Ubereinstimmung der 
analogen Versuche bei 30°, wie Abb. 35 zeigt. Hier sind in die Kurven, 
die mit einer aktivierten Trypsinlésung in bekannter Weise erhalten 
wurden, die entsprechenden Punkte aus Abb. 17 eingezeichnet. 
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Abb. 34. Abb. 35. 
Versuche mit Trypsinkinase bei 30°, 


Versuche mit Erepsin. 


Die Darstellung der Enzymlésung geschah im wesentlichen nach 
der Methode von Waldschmidt-Leitz. Frische Darmschleimhaut wurde 
mit 87 °,igem Glycerin im Verhaltnis 1: 10 extrahiert. Zu 50 cem des 
Glycerinextrakts wurden 150cem H,O gegeben. Der Niederschlag 
wurde abzentrifugiert. 18@ccm der zentrifugierten Lésung wurden 
mit 50 cem m/5 Citratpuffer py = 4,7 und 30 ccm Aluminiumhydroxyd- 
aufschlimmung C y (in 100cem 150 mg Al,O;) vermischt. Die ab- 
zentrifugierte Tonerde wurde mit 100c em m/5 Phosphatpuffer pa = 8,2 
eluiert. Die Elutionslésung enthielt 20°, Glycerin. Dieses Eluat 
war aic benutzte Enzymlésung. 


Die Wirksamkeit dieser Lésung wurde in folgendem Ansatz unter- 
sucht: 1 cem 0,001 m Alanylglycin, 5 cem m/5 Phosphatpuffer px = 7,8, 
2ccem Erepsinlésung, 0,5cem m/5 Na(OH) und 1,5cem H,O. Die 
Spaltung lief bei 40°. Sie wurde unterbrochen durch EingieBen der 
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Ansatze in 130 ccm Methylalkohol. Die frei gewordene Saure wurde 
mit n/5 K(OH) titriert mit Thymolphthalein als Indikator. Den 
Verlauf der Spaltung gibt Tabelle XV wieder. 
Tabelle XV. 
Minuten cem n/5 K(OH) 
5 0,3 
10 0,76 
15 1,35 
20 1,6 
25 1,9 
Tryptisch war die Erepsinlésung unwirksam. 
Die Einwirkung des Erepsins auf Urease wurde in folgenden An- 
sitzen untersucht: 10 cem 1°, iger Jackbohnenmehlextrakt, 2 cem m/5 
Phosphatpuffer pa = 7,8 und 3ccem Erepsinlésung. Eine Einwirkung 
i wurde weder bei 30 noch bei 40° gefunden. In Tabelle XVI sind zwei 
Versuchsreihen wiedergegeben. 
Tabelle XVI. 
Versuche mit Erepsin, Kubikzentimeter n/10 N Hg. 
30° r 409 
: Stunden Ea oe ee mee aaa an MANS en ee 
: Leerversuch Versuch Leerversuch Versuch 
‘ My 13,35 13,25 14,0 14,0 
: 1 13,25 13,29 14,0 13,9 
2 13,3 13,9 13,85 13,9 
i 3 13,05 12.85 13,85 13,7 
4 12,8 12.5 13,65 13,5 
6 12,75 12,3 13,55 13,25 
7 12,5 12,3 13,25 13,1 





Bei den Verdauungsversuchen mit Pepsin zeigte sich, daB die 
Urease durch das optimale pu dieser Protease bei 30° bereits nach 
5 Minuten unwirksam geworden war. , 


Zusammenfassung. 


1. Es wurde die Schadigung von Jackbohnenurease durch Papain 
und Trypsin bei 30 und 40° und definiertem pq in Abhaingigkeit von 
der Zeit verfolgt. Die Schaidigung erreichte bei den héchsten ver- 
wendeten Proteasekonzentrationen (Verhiltnis Papainpraparat zu 
Urease = 6:1) nach 7 Stunden bei 40° einen Wert von 70 bis 80°, 
der Wirksamkeit, auf welche die Urease nach dieser Zeit in gepufferten 
Leeransitzen herabgesunken war. Selbst bei einem Verhiltnis von 
6* 
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Papain zu Urease von 1:6 konnte unter gewissen Umstianden noch 
eine Schadigung von 52°, nach 7 Stunden beobachtet werden. 

2. Eine eindeutige Zuriickfiihrung der beobachteten Urease- 
schidigung auf eine enzymatische EiweiBspaltung, sei es der Urease 
selbst, sei es ihres Tragers, ist kaum méglich. Die Versuche mit den 
hitzeinaktivierten Proteasepriparaten sprechen nicht gegen eine 
Schadigung durch Enzymangriff. Sie zeigen aber auch, wie vorsichtig 
man bei der Zuriickfiihrung der beobachteten Effekte auf eine rein 
fermentative Wirkung sein muB. 

3. Der Einwand, daB die beobachteten Effekte zuriickzufiihren 
sein kénnten auf Hemmungskérper, die sich wihrend der proteolytischen 
Wirksamkeit der genannten Priaparate in den Verdauungsansitzen 
bilden, konnte experimentell widerlegt werden. 

4. Als einzige Stiitze fiir einen fermentativen Charakter der Urease. 
schwachung durch die genannten Proteasen ist die Tatsache anzufiihren, 
daB sich sowohl beim Papain als auch beim Trypsin eine deutliche 
Steigerung der Wirkung beim Ubergang zu den aktivierten Praparaten 
feststellen lieB, obschon die Aktivierungsmittel (HCN und Entero- 
kinase) allein keinerlei Effekte zeigten. Auch die Tatsache, daB beim 
Papain eine ganz deutliche Aktivierung durch Citratpuffer (px = 5) 
zu beobachten war, laBt sich mit analogen von anderer Seite gemachten 
Erfahrungen wohl am besten dadurch in EKinklang bringen, da8 man 
den Effekt enzymatisch deutet. “Die Ergebnisse der vorliegenden 
Arbeit widersprechen damit in keiner Weise der Annahme von Sumner, 
daB fiir die Wirksamkeit der Urease das Vorhandensein eines EiweiB- 
stoffs vielleicht als Trager von aktiven Gruppen notwendig ist. 

5. Die Schaidigung der Ureasepriiparate durch die verwendeten 
Puffer (Citrat-, Phosphat-, Ammonpuffer px = 5, 7,4 und 8,9) verlief 
wahrend der ersten 7 Stunden bei 30 und 40° meistens in guter An- 
naherung nach einer Reaktion nullter Ordnung. 

Die entsprechende Gerade war bei Verwendung von Citratpuffer 
stirker geneigt als bei Verwendung von Phosphatpuffer. 

6. Bei der verwandten Harnstoffkonzentration zeigte die Urease 
der Jackbohnen das gleiche pa-Optimum, wie es von Léugren fiir die 
Sojaurease gefunden war. 

7. Erepsin erwies sich den benutzten Ureasepraiparaten gegeniiber 
als wirkungslos. 
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Schicksal der Fructose im tierischen Organismus. 


I. Mitteilung: 
Quantitative Bestimmung der Fructose nach der Diphenylaminmethode. 


Von 


W. W. Oppel. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie an der militér-medizinischen Akademie 
und aus dem Zentrallaboratorium des Metschnikow-Krankenhauses in 
Leningrad.) 


(Eingegangen am 27. September 1930.) | 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


In letzter Zeit gewinnt die von van Creveld angegebene kolori- 
metrische Methode zur Bestimmung der Fructose immer mehr an Ver- 
breitung; gemessen wird dabei die Intensitét der Farbung, die beim 
Kochen der Fructoselésung mit Diphenylamin und Salzsaure entsteht. 


Die Technik dieser kolorimetrischen Bestimmung war jedoch zunichst 
sehr unvollkommen: es wurde in Réhrchen kolorimetriert und die zu unter- 
suchende Lésung mit einer Skala von Fructoselésungen von regelmaBig 
steigender Konzentration verglichen (van Creveld). Die Kolorimetrie in 
Hehnerschen Zylindern schien ein Fortschritt zu sein. Dazu wurde der 
Farbstoff mit Amylalkohol ausgezogen, von der sauren wiasserigen Schicht 
abgetrennt und mit dem notwendigen Volumen Athylalkohol verdiinnt 
(Oppel). Spatere Forscher (Corley, Radt) fiihrten die Bestimmung in den 
bekannten Kolorimetern von Autenrieth und Duboscq aus. 

Trotzdem blieb bis vor kurzem eine ganze Reihe von Fragen, die mit 
der Reaktion von Fructose mit Diphenylamin zusammenhangen, ungeklart, 
wie z. B. die fiir jede kolorimetrische Methode besonders wichtige nach 
der Proportionalitét zwischen der Konzentration des Stoffes und der 
Intensitat der Farbung. 


Die vorliegende Arbeit sollte einige Einzelheiten dieser Methode 
aufklaren und sie auf ihre Brauchbarkeit zur Entscheidung einer Reihe 
von Fragen, die mit dem Schicksal der Fructose und ihren Umwand- 
lungen im tierischen Organismus zusammenhangen, priifen. 


Die vorliegende Untersuchung war schon in vollem Gange, als eine 
Arbeit von Radt erschien, die teilweise dieselben Fragen behandelte. Auf 
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Grund dieser Abhandlung wurden ergainzende Versuche angestellt. (Die 
in einer wenig verbreiteten Zeitschrift erschienene Veréffentlichung von 
Dische ist mir leider nur aus einem kurzen Referat in den ,,Ber. ii. d. ges. 
Physiol.“ bekannt geworden.) 

Die Versuche, iiber die weiter unten berichtet wird, wurden mit Fructose 
der Firma Kahlbaum ausgefiihrt. Die Fructosemengen in jeder Analyse 
betrugen gewéhnlich Zehntel von Milligrammen. Als Extraktionsmittel 
fiir den Farbstoff diente Isoamylalkohol. 


I. 


Seit Jhl und Pechmann ist bekannt, da8 beim Kochen einer Fructose- 
l6sung mit Diphenylamin und starker Salzséure eine blau-violette Farbung 
auftritt. Weiter ist bekannt (Pinoff und Gude), daB der sich dabei bildende 
Farbstoff in Wasser unléslich ist, sich aber sehr gut in Athyl- und Amy]- 
alkohol lést und ein breites Absorptionsband zwischen 4 = 500 my und 
A = 550 mu besitzt. Aus den wisserigen Lésungen kann der Farbstoff 
leicht mit Amyl- oder Isoamylalkohol] ausgeschiittelt werden, ebenso mit 
Chloroform, nicht aber mit Ather oder Petroleumather. 

Auf Grund seiner Versuche gibt van Creveld an, daB sich bei langem 
Stehen die Farbung der Fliissigkeit merkbar veraindert. Dabei andert 
sich auch der Farbton durch das Hinzutreten braunlicher und blaBrosa 
Téne. Es versteht sich von selbst, daB die Farbanderung die kolori- 
metrische Bestimmung stért. Deshalb empfiehlt auch van Creveld még- 
lichst rasches Kolorimetrieren. Radt hoffte diese Fehlerquelle auszuschalten, 
indem er hinter dem Kolorimeter ein Farbfilter (Eosinlésung) anbrachte, 
das die neu auftretenden Farbténe absorbieren soll. Corley spricht nur 
fliichtig iiber diese Farbanderung, ohne ein Mittel zu ihrer Ausschaltung 
anzugeben. 

Meine Versuche mit Blut ergaben Ubereinstimmung mit den Angaben 
von Radt iiber diese Farbainderung, die in verschiedenen Fillen in ver- 
schiedenem Ma8e auftrat. Das legte den Gedanken nahe, nach einem 
Mittel dagegen zu suchen. 

In meiner Arbeit iiber die Saccharosimie wurde von mir das Kolori- 
metrieren der uns interessierenden Lésungen in Hehnerschen Zylindern 
beschrieben. Weiter oben wurde erwahnt, daB der Amylalkoholextrakt 
des Farbstoffs dabei von der sauren wasserigen Schicht abgetrennt und auf 
das erforderliche Volumen mit Athylalkohol verdiinnt wurde. Nun ergab 
sich, daB die Aufbewahrung der amylalkoholischen Lésung des Farbstoffs 
(sei es, daB er in Beriihrung mit der sauren wasserigen Schicht blieb oder 
von ihr abgetrennt wurde), ein rasches Auftreten starker braéunlicher Farb- 
tone zur Folge hat, waihrend sich beim Aufbewahren des mit Athylalkohol 
verdiinnten Extrakts der Farbton nur wenig andert. 


Es muBte festgestellt werden, wie lange die Fiarbung unverandert 
bleibt. Die Versuche gehen in zwei Richtungen: 

1. sollte die Frage geklart werden, ob das Verhaltnis zwischen 
den Farbintensitaéten verschiedener Lésungen beim Aufbewahren 
gleich bleibt, und 

2. ob sich die Farbintensitét der gleichen Lésung dabei andert. 
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In der Tabelle I sind Ergebnisse von Versuchen zur ersten Frage 


wiedergegeben. Sie lassen erkennen, daB in der Mehrzahl der Falle das 
Verhaltnis der Farbintensitaét verschiedener Lésungen unverandert bleibt. 


Tabelle I. 


Aufbewahrung der mit Athylalkohol verdiinnten Farbstofflésung. 








Aufbewahrung bei Licht Aufbewahrung im Dunkeln 
Kolorimeterablesungen * Kolorimeterablesungen * 
Sofort | Nach 24 Std. Sofort Nach 24 Std. 
54 5D 52 56 (braun geworden) 
50 46 49 47 
71 73 74 75 
51 55 (etwas braun geworden) 49 47 
48 48 49 46 
69 68 6 71 
54 61 (braun geworden) 52 48 
45 41 43 43 
67 69 67 67 


* Kolorimeter von v. Autenrieth 


Alle Lésungen wurden mit demselben Keil verglichén. Die Fliissigkeit 
im Keil blieb gleichfalls 24 Stunden im Licht stehen. 

Ein gréBerer Unterschied zeigt sich nur in einzelnen Versuchen, und 
zwar in denen, wo der zusatzliche briunliche Farbton aufgetreten war. 

Zur Beantwortung der zweiten Frage muBte eine Standardlésung ermittelt 
werden, die dieselbe Farbe wie die zu untersuchende Lésung hat und beim 
Stehen unverandert bleibt. Diesen Forderungen entsprach eine Lésung von 
Kupfervitriol und Kobaltsulfat. Es gelang ein solches Mischungsverhaltnis 
der beiden Salzlésungen zu finden, daB der Farbton der Lésung dem der 
zu untersuchenden Alkohollésungen sehr aihnlich war. 


Mit Hilfe dieses Standardes konnte festgestellt werden (Tabelle 11), 
daB sich bei langerem Aufbewahren der Alkohollésung deren Farb- 
intensitat nur wenig Andert. 

Tabelle IT. 


Aufbewahrung der mit Athylalkohol verdiinnten Farbstofflésung. 
Die Lésung wurde mit der Standardlésung CuSO, + CoS 0, kolorimetriert. 


Milligramm Fructose, 





Sofort Nach 20 Std. Of5 
0,293 0.284 97 
0,293 0.287 98 
0.263 0.261 99 
0,125 0,137 109 
0,137 0,135 99 


0,172 0,178 
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Es wurde 6fters beobachtet, daB sich beim Aufbewahren zwar 
nicht die Intensitét, aber der Ton der Farbung andert; sie wird etwas 
welk. 

Diese Versuche zeigen, daB durch Verdiinnen mit Athylalkohol 
die beim Kochea von Fructose mit Diphenylamin und Saure entstehende 
Farbe recht gut erhalten bleibt. Diese Art der Verdiinnung wurde 
standig angewandt. 

Es entstand weiter die Frage, mit welcher Geschwindigkeit sich die 
Farbintensitaét andert, wenn die Fructoselésungen nach der Reaktion mit 
Diphenylamin und Saéure bei Zimmertemperatur aufbewahrt werden. 

1. Ohne Zugabe von Amylalkohol, 2. nachdem man damit den Farbstoff 
extrahiert hat, aber ohne die Fliissigkeitsschichten zu trennen. 

Aus Tabelle III geht hervor, daB die nach dem Kochen abgekiihlte 
Fliissigkeit so rasch wie méglich mit Isoamylalkohol geschiittelt werden 
mu8, da sich nach 30miniitigem Stehen die Farbintensitaét schon merkbar 
verindert haben kann. Dieselbe Tabelle 1aBt auch eine méglichst rasche 
Abtrennung des Alkoholextrakts von der sauren wisserigen Schicht héchst 
wiinschenswert erscheinen. 

Ubrigens scheinen die bei den letzterwahnten Versuchen auftretenden 
Unterschiede geringfiigiger zu sein. 


Tabelle III. 
Einflu8 des Stehens auf die Farbreaktion ohne und mit Amylalkohol. 


Milligramm Fructose. 











i} Ohne Amylalkohol Mit Amylalkohol 
Sofort ews TES Ae: Seer eee ih fae 

1] 0 0 %5 
0,389 0,367 97 0,361 95 
0,304 0,258 85 0,276 91 
0,192 0,184 96 0,184 96 
0,286 0,254 89 0,296 104 
0,125 0.137 109 0.125 190 
0,660 0,660 100 0,660 100 


Die Proben blieben nach dem Kochen und Abkiihlen 30 Minuten bei 
Zimmertemperatur stehen. 

Wenn man also den gebildeten Farbstoff rasch ausschiittelt und den 
Extrakt mit Athylalkohol verdiinnt, bleibt die Farbung fiir ein be- 
quemes Kolorimetrieren hinreichend konstant. Auch unter den oben 
angegebenen Bedingungen tritt zuweilen, aber erst nach einigen Stunden, 
eine Veranderung der Farbung ein. 


I. 
Eine kolorimetrische Methode wird sich nur einbiirgern, wenn 
festgestellt wird, wieweit die Intensitat der Farbung der Konzentration 
des untersuchten Stoffes proportional ist. 
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In Abb. 1 (Tabelle IV) sind die Ergebnisse eines Versuchs wieder- 
gegeben, bei dem die beim Kochen von 1,0 mg Fructose mit 0,1 eem Di- 
phenylamin und Salzsiéure erhaltene Farblésung mit wachsenden Mengen 
Athylalkohol verdiinnt wurde. 


Tabelle IV. 


Einflu8 der Verdiinnung auf die Intensitat der Farblésung. 





Gefunden Berechnet Gefunden Berechnet Gefunden Berechnet 


1,09 1,90 0,61 0,59 0,37 0,35 
0,91 0,90 0,56 0,53 0,33 0,31 
0,82 0,81 0,49 0,48 0,31 0,28 
0,74 0,73 0,45 0,48 0,28 0,25 
0,68 0,66 0,40 0,39 0,25 0,23 
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Abb. 1. 


Tabelle V. ' 
Abhiangigkeit der Farbintensitét von der Konzentration 
der Fructoselésung. 





Gefunden Durchschnitt Berechnet 
0,96—9,98 0,97 1,00 
0,84—0,99 0,87 0,99 
0,78—0,84 0,76 0,80 
0,63—0,73 0,68 0.70 
0,52 —0,68 0,58 0,60 
0,43—0,52 0,49 0,50 
0,36—0,44 0,40 0,40 
0,26—0,33 0,30 0,30 


0,17—0,26 0,22 0,20 
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Diese Versuche zeigen keine Abweichungen vom Beerschen Gesetz. 
Nur bei starken Verdiinnungen schien die Farbung etwas intensiver zu 
sein, als bei Proportionalitaét zwischen Farbintensitét und Konzentration 
zu erwarten war. In Abb. 2 (Tabelle V) ist die Anderung der Farbintensit at 
mit der Konzentration der Fructose als Kurve wiedergegeben. Sie stellt 
die Mittelwerte einer Reihe von Versuchen dar, bei denen 1,0 cem der 
Fructoselésung 15 Minuten lang auf einem offenen Wasserbad mit 0,1 ccm 
Diphenylamin und 1 cem 25 %iger HCl gekocht wurde. 
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Abb. 2. 


Nach dem Abkiihlen wurde der Farbstoff mit Isoamylalkohol aus- 
geschiittelt. Dieser wurde abgehoben und mit Athylalkokol auf ein Volumen 
von 15 cem verdiinnt. Die Bestimmung wurde in einem Kolorimeter nach 
Autenrieth ausgetiihrt. 

Der Vergleich dieser Kurve mit der eben beschriebenen, die durch 
Verdiinnung der Farbstofflésung erhalten wurde, zeigt eine weitgehende 
Ahnlichkeit: die Abweichungen von dem Beerschen Gesetz sind gering 
und treten nur bei bedeutenden Verdiinnungen etwas mehr hervor. 

Trotzdem lassen diese Versuche noch eine Reihe von methodischen 
Fragen offen. Denn, wenn auch die Mittelwertskurve annahernd 
eine Gerade ist, so treten doch in einzelnen Versuchen bedeutende 
Abweichungen: vom Mittelwert auf, so daB eine ausfiihrliche Unter- 
sucbung aller Einzelheiten der Reaktion geboteu erschien. 


In erster Linie muB‘e der EinfluB der Kochdauer fest gestellt werden. 
Die Tabelle VI enthalt die hierzu angestellten Versuche. 


Sie zeigt, daB bei langerem Kochen die Farbung starker wird. 
Die Verlingerung der Kochzeit bewirkt ferner eine stdrkere Ab- 
weichung vom Gesetz der Proportionalitdt zwischen der Konzentration 
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Tabelle VI. 
EinfluB der Kochdauer auf die Farbintensitat. 


Kolo: imeterablesungen. 





: 15 Min. Kochzeit 30 Min. Kochzeit 15 Min. Kochzeit 30 Min. Kochzeit 
53 49 38 38 
73 67 50 47 
53 54 44 44 
50 46 41 41 
7 67 44 44 
45 44 





des Stoffes und der Intensitat der Farbung. Dabei wird die Kurve weniger 
steil — verdiinntere Lésungen geben eine intensivere Farbung, als 
zu erwarten war (Kurve ITI). 

Ferner wurde der Einflu8 der verschiedenen Reagenzien untersucht. 

Aus dem oben Gesagten geht schon hervor, daB sich, bei Anderung 
der Fructosekonzentration auch die Farbintensitét andert. Wenn dabei 
auch das Beersche Gesetz nicht in vollem MaBe gilt, so kann man doch 
von einer gewissen Annadherung daran sprechen. 

Es entstand die weitere Frage: ob bei Verainderung der Menge an 
reagierender Fructose der CLarakter der Korrelation zwischen verschiedenen 
Konzentrationen derselben sich andern und ob die dabei entstehenden 
Kurven nicht in verschiedenem Grade von Beers Gesetz abweichen wiirden. 

Um diese Frage zu beantworten, wurden Versuche mit verschiedenen 
Fructosemengen angestellt : in einer Serie war die Aus gang: menge 0,200 mg, 
in einer anderen 0,457 mg. Die Tabelle VII zeigt, daB die in den beiden 
Serien erhaltenen Kurven sich nicht voneinander unterscheiden. 


Tabelle VII. 


Bedeutung der Konzentration der Fructose tiir die Ent wicklung der Farbung. 





Kolorimeterablesungen 
Fructose 


ee re 0,8 0,7 0,6 0.5 0,4 0,3 
In einem cm® 0,200 mg . 0,76 0,70 0,62 0,55 0,46 0,39 
In einem em*® 0,457 mg . 0,78 0,70 0,61 0,57 0,47 0,37 


Als weiterer ReaktionsteilInehmer wurde das Diphenylamin unter- 
sucht. Es stellte sich heraus, daB eine VergréBerung der Diphenylamin- 
menge in der reagierenden Mischung von 0,1 auf 0,2 cem und 0,3 cem, bei 
sonst gleichen Bedingungen, eine Zunahme der Farbintensitdt hervorruft 


(Tabelle VIII). 
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Tabelle VIII. 


finfluB der Diphenylaminmenge auf die Intensitaét der Farbung. 


Kolorimeterablesungen. 





0,lem3 Diphenylamin 0,2cm3 Diphenylamin 0,3 em? Diphenylamin 


53 51 
45 38 
44 38 
47 44 
37 34 ” 
34 35 
34 33 


In zwei Versuchen wurde statt 25 %iger die gewéhnliche konzentrierte 
Salzsiure verwendet, doch trat kein merkbarer Unterschied in der 


Farbung auf. 

Aus dem oben Gesagten folgt, daB man, um vergleichbare Ergebnisse 
zu erhalten, auf Dauer und Intensitét des Kochens Aufmerksamkeit 
verwenden und die Diphenylaminlésung piinktlich zugieBen muB. 
Unter diesen Gesichtspunkten konnte man versuchen, Standard- 
bedingungen auszuarbeiten, um in allen Versuchen dasselbe Verhaltnis 
zwischen Farbintensitat und Fructosekonzentration zu_ erhalten. 

Die folgende Versucbsserie (Tabelle IX, Abb. 3) fihrte zum 
gewiinschten Ergebnis: die in den einzelnen Versuchen erhaltenen 
Kurvenpunkte fielen innerhalb von 1 bis 3 Teilstrichen des Duboscqschen 
Kolorimeters zusammen. 
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Tabelle IX. 


Mit verschiedenen Fructosemengen unter Standardbedingungen erhaltene 





Werte. 

Gefunden Berechnet Gefunden Berechnet 
0,86 0,90 0,55 0,50 
0,77 0,80 0,45 0,40 
0,69 0,70 0,38 0,30 
0,62 0,60 





Die Versuche wurden folgendermaBen angestellt: die mit Folie (um 
das AbflieBen von Kondenswasser zu vermeiden) bedeckten Réhrehen mit 
der Reaktionsmischung wurden in einem stark siedenden, bedeckten Wasser- 
bad genau 20 Minuten erhitzt, wobei darauf geachtet wurde, daB das Wasser 
im Bade stets stark kochte. Dann wurden die Réhrchen schnell abgekiihlt, 
der Farbstoff sofort extrahiert, verdiinnt, wie oben beschrieben wurde, 
und kolorimetriert. 


In dieser Versuchsreihe war die Abweichung vom Beerschen 
Gesetz bedeutender, was sich durch das langere und starkere Erwirmen 
der Reaktionsmischung erklaren 1aBt. 


Zur Priifung dieser Annahme wurde die Mischung von Fructose mit 
Diphenylamin und 25%iger HCl im Autoklaven erwirmt. Der Druck 
stieg auf 1,35 Atm. Die Réhrchen blieben 5 Minuten unter diesem Druck 
stehen. Der ganze Versuch wurde im Laufe einer Stunde durchgefiihrt. 
Die bei diesem Versuch erhaltene Kurve stieg nur noch halb so steil an. 


IV. 

Die Arbeit von Radt erschien, als die vorliegende Untersuchung schon 
im Gange war. Einige methodische Einzelheiten, die Radét besonders hervor- 
hebt, wurden in einer weiteren Versuchsreihe untersucht, um den Wert 
seiner Vorschlage nachzupriifen. 

Der Unterschied zwischen Radts Ausfithrungen und meinen Versuchen 
1aBt sich hauptséchlich in zwei Punkten zusammenfassen : 

1. Nach Abtrennung der den Farbstoff enthaltenden Amylalkohol- 
schicht verdiinnte Radt diese nicht mit Athylalkohol, sondern ging gleich 
zum Kolorimetrieren itiber. 

2. Nach dem Ausschiitteln des Farbstoffs mit Amylalkohol, aber 
vor der Trennung der Schichten, erwirmte er zum zweiten Male die Fliissig- 
keit 3 Minuten lang auf einem Wasserbad von 75° C. 

Die Verdiinnung des Amylalkoholextrakts mit Athylalkohol (vielleicht 
auch mit anderen Stoffen) sollte nicht nur das Volumen der zum Kolori- 
metrieren verwandten Lésung vergréBern, sondern auch eine Verainderung 
der Farbung verhindern. Die Arbeitsweise von Radt schien mir deshalb 
ein Riickschritt zu sein. 

Anders stand es mit dem wiederholten Erwirmen. Radt fiihrte es ein, 
um das nach seinen Beobachtungen schon beim Stehenlassen eintretende 
Anwachsen der Farbintensitaét zu beschleunigen. Die Zunahme der Farbung 
beim Stehen wird von ihm so erklart, daB der gebildete Farbstoff nur langsam 
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im Amylalkohol in Lésung geht; ein an den ungelésten Diphenylamin- 
teilchen haftender Teil davon werde erst allmiahlich, schneller aber beim 
Erwarmen der Fliissigkeit gelést. 

Die Beobachtung von Radt war so wichtig, daB sie nachgepriift werden 
muBte. Die dazu angestellten Versuche (Tabelle X) bestatigten den experi- 
mentellen Teil der Beobachtung : wird die mit Isoamylalkohol ausgeschiittelte, 
aber von der wiisserigen Schicht nicht abgetrennte Farblésung 5 Minuten 
auf 75°C erwairmt, so nimmt thre Intensitat bedeutend zu. 


Tabelle X. 


Veranderung der mit Amylalkohol ausgeschiittelten Farblésung beim 
E1 wirmen. 
Fructosemenge in mg. 





Ohne Erwirmen 5 Min. erwarmt 15 bis 20 Min. erwairmt 30 Min. erwarmt 
0,389 _ 0,452 — 
0,304 — 0,340 -- 
0,342 0,426 0,426 0,445 
0,380 0.422 — _— 

0,395 0,387 0,425 0,481 
0,286 0,311 0,311 ~ 
0,125 0,139 0,143 -- 
0,125 0.142 0,148 — 
0,134 0,142 0,151 -- 


Fiir diese Zunahme der Farbintensitét muBte eine Erklarung ge- 
funden werden. Wenn in der Tat, wie Radt annimmt, ohne E: warmung 
der Farbstoff nicht véllig in Lésung gebracht werden konnte, miiBte meine 
Arbeitsweise von vornherein falsche Ergebnisse zeigen. Im Gegensatz zu 
Radt verdiinnte ich den amylalkoholischen Extrakt mit Athylalkohol. 
Die geringe Menge von Diphenylamin, die sich im Isoamylalkohol nicht 
aufléste, ging in meinen Versuchen schnell und restlos in dem groBen 
Volumen (15 bis 30 cem) Athylalkohol in Lésung. Bei meinen Versuchen 
habe ich streng darauf geachtet, daB das oberflachlich gefarbte Diphenyl- 
amin, das im Amylalkohol nicht in Lésung gegangen war und sich an der 
arenzschicht zwischen Wasser und Amylalkohol sammelte, vollstandig 
vom Athylalkohol aufgenommen wurde. 

Zur Piiifung der Frage, ob sich die Lésung des Farbstoffs in Athyl- 
alkohol bei erneuter Erwairmung gleichfalls andert, angestellte Versuche 
(Tabelle XI) zeigen, daB die Zunahme der Farbintensitat beim E1 wirmen 
auch bei einer athylalkoholischen Lésung eintreten kann, in der das Di- 
phenylamin und somit auch der gesamte Farbstoff schon gelést ist. Diese 
Beobachtung spricht gegen die Radtsche Erklérung der Farbvertiefung. 


Tabelle XI. 


Einflu8 des Erwirmens auf einen mit Athylalkohol verdiinnten Isoamyl- 
alkoholextrakt. 


Fructosemenge in mg. 





Ohne Erwarmen 15 Min. erwarmt Ohne Erwirmen 15 Min. erwirmt 


0,669 0,743 0,125 0,145 
0,286 0,292 0,125 0,151 


——_— = io." 
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Diese Versuche konnten aber nicht die Frage beantworten, ob das 
wiederholte E: waiimen nach Radt zweckmaB g ist oder nicht. Das erste 
wire der Fall, wenn das E wairmen zu einer max'malen Entwicklung det 
Farbung fiihrte. Die Tabelle X zeigt aber, daB die Farbintensitat bei 
15 und 30 Minuten dauerndem E warmen starker zunahm als nach 5 Minuten. 
Ein endgiiltiger Wert fiir die Farbung wurde alo nicht erreicht. Dagegen 
konnten bei wiederholtem Erwarmen neue blaBrosa Farbténe beobachtet 
werden, die die urspriingliche Lésung nicht zeigte. 

Das weist auf die Méglichkeit hin, daB wahrend des wiederholten 
Erwirmens weitere chemische Reaktionen vor sich gehen. SchlieBlich 
zeigt der Vergleich der von Radt veréffentlichten Kurve der Abhangigkeit 
der Farbintensitét von der Fructosekonzentration mit denselben Kurven 
der vorliegenden Arbeit, daB in den Versuchen von Radt die Abweichung 
vom Beerschen Gesetz viel gréBer war als in den oben beschriebenen Ver- 
suchen. 

Deshalb scheint es zweckmaBiger nicht, wie Radt, wiederholt zu er- 
wirmen, sondern zur friiheren Arbeitsweise zuriickzukehren. 


Vv. 

Endgiiltig stellt sich nun die Methode zur Fructosebestimmung 
folgendermaBen dar: | ccm der Fructoselésung wird in einem Réhrchen 
mit 0,lcem 20° iger alkoholischer Diphenylaminlésung und 1 cem 
25°, iger HCl 20 Minuten auf einem stark siedenden, bedeckten Wasser- 
bad erhitzt. Dann wird das Réhrchen schnell mit kaltem Wasser 
abgekihlt, der Farbstoff wird mit 2 bis 2,5 cem Isoamylalkohol aus- 
geschiittelt und die die firbende Substanz enthaltende Isoamyl- 
alkoholschicht nach dem Absitzen abgehoben und mit Athylalkohol 
auf 30 ccm verdiinnt. 

Nach starkem Schiitteln bleibt die wiisserige Schicht anfangs voll- 
kommen farblos; die ganze Fatbe geht in die Amylalkoholschicht tiber. 
Bei langerem Stehen tarbt sich die Wasserschicht gelb-griin, und man 
kann daraus ein anderes, goldgelbes Pigment mit Isoamylalkohol aus- 
schiitteln. Zur kolorimetrischen Bestimmung dient nur der erste 
Extrakt. 

Zur quantitativen Bestimmung der Fructose muB die Farbung 
der untersuchten Probe mit der einer bekannten Fructoselésung von 
ungefahr derselben Konzentration verglichen werden. Diese muB gleich- 
zeitig mit der zu untersuchenden Lésung aufgearbsitet werden. 

Es war in Erwigung zu ziehen, ob nicht die stets neu zu bereitende 
Vergleichslésung aus Fructose durch eine gut haltbare Standardfarblésung 
zu ersetzen sei. Als solche Standardlésung kam die oben erwihnte Mischung 
von Kupfervitriol und Kobaltsulfat in Betracht. Aber eine derartige Ver- 
einfachung der Arbeitsweise stieB auf Hindernisse, wie z. B. den noch nicht 
niher aufgeklirten Einflu8 von in der Lésung enthaltenen Stoffen (HgCl,. 
Na, SO, usw.) auf die Farbintensitaét. Deshalb ist es zweckmaBig, nach 
van Creveld die Vergleichslésungen mit der gleichen Fliissiqgkeit, die zu unter- 
suchen ist, herzustellen. 
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Zum Beweis der Brauchbarkeit unserer Arbeitsweise wurde eine 
Fructoselésung als Standard mit einer Reihe von anderen verglichen. 
Die Ergebnisse dieser Versuche sind in Tabelle XII wiedergegeben. 


Tabelle XII. 
Bestimmung von Fructose mit einer Standardlésung ahnlicher Konzentration. 
Fructose in mg. 








Berechnet Gefunden Oy Berechnet Gefunden 0/0 
0,438 0,434 99 0,255 0,258 101 
0,415 0,428 103 0,190 0,195 103 
0,345 0,349 101 0,184 0,183 mehr als 99 
0,310 0,305 98 0,180 0,199 106 
0,309 0,393 101 0,161 0,144 89 
0,288 0,293 101 0,129 0,111 86 
0,278 0,276 99 0,995 0,095 100 
0,272 0,274 191 0,090 0,090 100 
0,264 0,281 193 0,085 0,084 99 
0,264 0,263 mehr als 99 


Es ergibt sich, daB nur in 2 Versuchen von 19 der Fehler 10%, 
iiberstieg, in einem war er gleich 6 ,, in den tibrigen blieb er unter 
3°,. Die Fehlergrenze der angegebenen Arbeitsweise unterscheidet 
sich also nicht sehr von der der meisten Mikromethoden. 

Aus der Tabelle geht hervor, daB die Methode nur fiir Konzen- 
trationen von 0,438 bis 0,085 mg Fructose pro Analyse ausgearbeitet 
wurde. Andere Konzentrationen wurden nicht untersucht. 


Vi. 

Um die Tauglichkeit der oben beschriebenen Methode fiir die Ent- 
scheidung von Fragen zu prifen, bei denen es sich um Veranderungen 
der Fructosekonzentration in Lésungen handelt, wurde folgende 
Versuchsreihe mit Laugen ausgefibhrt. 


Seit den Arbeiten von Lobry de Bruyn und W. Alberda v. Ekenstein ist 
bekannt, da8 schwache Alkalien eine Umwandlung der Glucose, Fructose 
und Mannose ineinander bewirken. AuBer diesen drei Zuckern bildet sich 
in der Mischung eine Reihe von Nebenprodukten, in erster Linie die von 
Nef ausfiihrlich untersuchten Saccharinséuren. Dadurch erreicht das 
System nie den Gleichgewichtszustand (Lobry de Bruyn, Michaelis und 
Rona). Jedenfalls aber haben wir in den Alkalien Reagenzien, die die Um- 
wandlung von Fructose in andere Monosaccharide bewirken. 

Es schien méglich, mittels der Reaktion mit Diphenylamin in der 
oben beschriebenen Modifikation die Abnahme der Fructosekonzentration 
in den Laugenlésungen zu verfolgen und sie mit der geringeren Anderung 
des Gesamtreduktionsvermégens derselben Lésungen (bestimmt nach 
Hagedorn-Jensen) zu vergleichen. 
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Die Tabellen XIII und XIV enthalten die Ergebnisse von Ver- 
suchen, in denen Lésungen von Fructose und Alkali (NaOH = 0,1 n 
und 1,0n) bei Zimmertemperatur stehengelassen wurden. Gleich- 
zeitig wurde als Kontrollversuch Fructose in einer gleich molaren 
Natriumsulfatlésung, die durch Neutralisation der alkalischen Zucker- 
lésung mit Schwefelséiure erhalten wurde, angesetzt. Es zeigte sich 
eine deutliche, in den Versuchen mit konzentrierterem Alkali starker 
ausgepragte Verminderung des Reduktionsvermégens der Mischung. 


Labelle XIII. 


Umwandlung von Fructose durch n/l NaOH bei Zimmertemperatur. 
(2 Volumen NaOH auf 1 Volumen etwa 0,2 %ige Fructoselésung. ) 





Am Ende 
Dauer des — atnteaidaiadts 


Zu Beginn 





Versuches Reduktion Fructose 
Std. mg mex en ee eG” aha? ek “ee 
27 0,189 0,103 54 0,062 33 
26 0,193 0,104 54 0,068 35 
23 0,189 0,104 BD 0,059 21 
19 0,200 | 0,110 5D 0,060 30 
19 0,194 | 0,117 60 0,088 45 
18 0,202 | 0,139 69 0,093 46 


Tabelle XIV. 
Umwandlung von Fructose durch n/10 NaOH bei Zimmertemperatur. 
2 Volumen NaOH auf 1 Volumen 0,2 °%ige Fructoselésung.) 





Dauer des Zu Begian a —_ = mae < 

Versuches Reduktion Fructose 
Std. mg aes mg a pee %y ang : Oo y 
27 0,189 0,150 79 0,110 . 58 
26 0,195 6,162 83 0,132 68 
23 = =——,189 0,136 72 86| 0112 63 
19 0,200 0,154 77 0,124 62. 
19 0,194 0,159 82 0,136 70 
18 0,195 0,188 96 0,158 Si 
18 0,179 | 0,156 87 0,127 71 
18 0,179 0,156 87 0,130 72 
18 0,298 0,159 78 0,124 61 


Die Abnahme der Fructosekonzentration war weit gréBer als die 
des Reduktionsvermégens, was auf die Umwandlung eines Teiles der 
Fructose in andere Substanzen schlieBen laBt. 
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In einer anderen Versuchsreihe wurde der EinfluB der Temperatur 
auf die Geschwindigkeit der Umwandlung der Fructose untersucht. 
Drei Kurven aus dieser Serie zeigen die Beschleunigung der Reaktion 
mit steigender Temperatur (Abb. 4, 5 und 6). 
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Diese Versuche bestatigen also die Brauchbarkeit der beschriebenen 
Methode fiir die Entscheidung derartiger Fragen. 


Endlich kann man der Diphenylaminmethode noch den Vorwurf 
machen, daB sie nicht streng spezifisch ist. Denn auch Glucose gibt beim 
Kochen mit Diphenylamin und Salzséure eine Farbreaktion. Diese Farbung 
ist aber vielfach schwacher als die mit Fructose; nach Jolles ist die kleinste 
Glucosekonzentration, die mit Diphenylamin eine qualitative Reaktion 
gibt, gleich 0,25%; die kleinste Fructosekonzentration aber 0,005 %,. 
Nach den Beobachtungen von Pinoff und Gude entspricht eine 25 %ige 
Glucose- einer 0,1 %igen Fructoselésung. Die genaue Feststellung des 
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Zahlenverhialtnisses fiir die beiden Zucker macht Schwierigkeiten wegen 
des groBen Unterschieds in den Konzentrationen. Jedentfalls wird der durch 
Anwe-enheit von Glucose in der Lésung verursachte Fehler nicht groB sein. 


Zusammenfassung. 


1. Beschreibung einer Modifikation der kolorimetrischen Be- 
stimmung von Fructose mit Diphenylamin fiir Mengen zwischen 0,438 
und 0,085 mg. 

2. Aufkliarung des Einflusses der Kochzeit und der Konzentration 
der Reaktionskomponenten auf die Intensitét der auftretenden Farbung. 

3. Priifung der Genauigkeit der Methode durch Vergleich mit 
einer Standard-Fructoselésung. 

4. Priifung der Tauglichkeit der Methode zur Entscbeidung von 
Fragen, bei denen es sich um Veraénderungen der Fructosekonzentration 
in der Lésung unter der Wirkung irgendwelcher Agenzien handelt, 
am Beispiel der Einwirkung von Alkalien auf Fructoselésungen. 


Literatur. 
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Uber die Wirkung der Quarzlampenbelichtung auf die 
EiweiGfraktionen des Blutplasmas in vitro. 


Von 
Ladislaus Kostyal. 


(Aus der Klinik fiir Kinderheilkunde der kgl. ung. Stefan Tisza Universitat 
in Debrecen.) 


(Eingegangen am 7. Oktober 1930.) 


Bisherige Untersuchungen haben gezeigt, daB die Quarzbelichtung 
von Eiwei&kérpern in vitro gewisse physiko-chemische Anderungen 
ihrer Eigenschaften mit sich bringt; da nun die Blutkérperchen- 
senkungsgeschwindigkeit auf den physiko-chemischen Eigenschaften 
der EiweiBkérper und der roten Blutkérperchen beruht, schien uns die 
Untersuchung iiber die Einwirkung der Quarzbelichtung des Blut- 
plasmas in vitro auf die Senkungsgeschwindigkeit nutzbringend und 
lehrreich. 

Mond hat teils reine Albumin-, Globulin- und Fibrinogenlésungen, 
teils Blutserum und Plasma ziemlich lange Zeit mit Quarzlicht behandelt. 
Er hat nicht nur die Wirkung auf die Senkungsgeschwindigkeit unter- 
sucht, sondern auch die Wirkung der bestrahlten Lésungen auf die 
elektrische Ladung der roten Blutkérperchen. Seine Ergebnisse waren 
kurz die folgenden: die Bestrahlung von Serum-, Albumin- und Globulin- 
lésungen beschleunigte die Senkungsgeschwindigkeit. Das Gegenteil 
erfolgte bei Bestrahlung von Fibrinogenlésung, die Bestrahlung des 
Plasmas ergab wechselnde Resultate. Mond erklart das damit, daB die 
Eigenschaft der EiweiBfraktionen, die elektrische Ladung der roten 
Blutkérperchen neutralisieren zu kénnen, teils gehoben, teils herab- 
gesetzt wird. Diese Erklarung bewies er dadurch, daB er die elektrische 
Ladung von zu verschiedenen bestrahlten Lésungen zugesetzten roten 
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Blutkérperchen bestimmte; in bestrahltem Serum, bei Albumin- und 
Globulinlésung nahm die negative Ladung der roten Blutkérperchen 
ab, in Fibrinogenlésung dagegen zu, im Plasma verhielt sie sich, ab- 
hangig vom EiweiBquotienten, verschieden. Die Feststellungen Monds 
sind also richtig, nur die Grundlage seiner Erklarung ist nicht ganz 
ausreichend. 

20 teils von verschiedenen, teils von denselben Kranken stammende 
Plasma haben wir einer Quarzbelichtung unterworfen und nachher 
darin die Anderung der Senkungsgeschwindigkeit der roten Blut- 
kérperchen von demselben Kranken bestimmt. 


Methodik. 


Morgens bei ntichternem Magen entnahmen wir nach der Vorschrift von 
Westergreen das Blut und vermengten es sofort in der Spritze mit einer 
2,5°% igen Na-Citratlésung im Verhaltnis von 1:10. Hierauf kam das 
Citratblut in einem Zentrifugierréhrchen in den Eisschrank auf etwa eine 
halbe Stunde, dann wurde es zentrifugiert. Nach Absaugen des Plasmas vom 
Sediment haben wir das Plasma allein, oder auch die roten Blutkérperchen 
gesondert bestrahlt. Als Licht quelle diente uns eine Analysen-Quarzqueck- 
silberlampe ohne Filteraufsatz nach Heraeus-Hanau. Abstand: 20 bis 
25cm. Um Warmewirkungen auszuschalten, hatten wir das Untersuchungs- 
objekt mit eiskaltem Wasser gekiihlt. Die Bestrahlungen wurden im 
hygienischen Institut der hiesigen Universitat vorgencmmen, fiir deren 
E:rméglichung ich an dieser Stelle Herrn Prof. Beldk und Herrn Assistenten 
?drtner meinen innigsten Dank ausspreche. Die Dauer der Bestrahlung 
war: 20, 40, 60, 80 und 100 Minuten. Nach der Bestrahlung gaben wir 
zu 0,8cem Plasma 0,2cem Sediment aus roten Blutkérperchen; beide 
entstammten denselben Individuen. Gleichzeitig benutzten wir zur Kon- 
trolle unbehandeltes Plasma und rote Blutkérperchen. Die Réhrchen wurden 
mit dem Finger zugehalten und umgeschiittelt, bis die roten Blutkérperchen 
sichtlich gleichmaBig verteilt waren, was ohne besondere Schwierigkeiten 
gelungen ist. Nach dem Stehenlassen wurde die Senkung nach 10, 20, 30, 
60, 90, 120 Minuten abgelesen. Die Ablesung wurde nach neuerlichem 
Umschiitteln wiederholt. Zwischen beiden Resultaten waren gewoéhnlich 
keine wesentlicken Differenzen. Zu Beginn nahmen wir Versuche mit 
vorher mit physiologischer Kochsalzlésung gewaschenen roten Blutkérper- 
chen vor. Die nicht restlos entfernbare Kochsalzlésung vereitelte jedoch 
das genaue Vorgehen und sichere SchluBfolgerungen. Im Liquor unter- 
suchten wir die Blutkérperchensenkung auf dieselbe Weise. 


Unsere Resultate zeigt Tabelle I. Wie daraus hervorgeht, 
kann die Blutkérperchensenkungsgeschwindigkeit nach Quarzbe- 
strahlung des Plasmas dreierlei Modifikationen  erfahren. Die 
Senkungsgeschwindigkeit nimmt anfangs auf Quarzbestrahlung in jedem 
Falle zu, das weitere Verhalten ist jedoch individuell und hangt 
genauer von der geadnderten Stabilitat der EiweiBfraktionen bei ver- 
schiedenen Erkrankungen und wahrscheinlich vom EiweiSquotienten 
ab. In Fallen, in denen die Stabilitat der BluteiweiBkérper eine normale 
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ist, steigt die Senkungsgeschwindigkeit proportional mit der Dauer 
der Bestrahlung. Wo aber die EiweiBfraktionen des Plasmas labil 
sind, erfolgt die Steigerung nicht langsam, sondern iiberstiirzt, nach 
40 bis 60 minutiger Bestrahlung senken sich die roten Blutkérperchen 
oft binnen Minuten. Manchmal ist in solchen Fallen die Senkung 
keine gleichmaBige, ein Teil der roten Blutkérperchen setzt sich zu- 
sammengeballt plétzlich, der andere Teil senkt sich dann erst gleich- 
maBig. Im dritten Falle endlich stockt die anfangliche Beschleunigung, 
ja, sie geht nach 60 bis 80minutiger Bestrahlung in eine ganz langsame 
Senkung tiber, fast wie in ganz eiweibfreien Lésungen. 


Wenn man allein die roten Blutkérperchen bestrahlt, so stellt 
sich das Gegenteil des Gesagten ein, die Senkungsgeschwindigkeit 
wird langsamer. 


Gleichzeitige Bestrahlung von Plasma und roten Blutkérperchen 
fiihrt zu demselben Resultat, wenn auch in geringerem Umfang, als wenn 
allein das Plasma bestrahlt wird, dasselbe erfolgt auch dann, wenn 
man gesondert bestrahltes Plasma und rote Blutkérperchen zusammen- 
bringt. 


Die weiteren Untersuchungen wurden mit Liquor vorgenommen. 
Normalerweise ist die Blutkérperchensenkungsgeschwindigkeit im Liquor 
eine sehr langsame. Wahrend einer Stunde betragt sie 1 bis 3 mm. Wir 
untersuchten auch, wie sich die Senkungsgeschwindigkeit in krankhaft 
veranderten, an lyophoben EiweiBkérpern reicheren Liquoren gestaltet. 
Dazu wurden Liquore von Meningitis-, Poliomyelitis-, Encephalitis- 
kranken und rote Blutkérperchen von denselben Kranken verwendet. 
Interessanterweise wurde gefunden, daB die Vermehrung der Liquor- 
eiweiBkérper die ohnehin langsame Senkung nicht beeinfluBt, ja in 
manchen Fallen noch verzégert. Auch dann tritt eine Verzégerung 
ein, wenn man den Liquor vorher dem Quarzlicht aussetzt. Liquore, 
welche mehr Fibrinogen enthalten als normal, z. B. bei Meningitis 
basilaris, nehmen manchmal die Eigenschaft an, daB sie auf Quarz- 
belichtung nach Zusatz der roten Blutkérperchenemulsion das Fibrin 
in kurzer Zeit fallen, wahrscheinlich infolge der mit der Emulsion 
zugefiihrten Ca-Salze und Thrombin. Die Liquoreiweibkérper wirken 
also, was die Senkungsgeschwindigkeit anbelangt, umgekehrt we die 
SerumeiweiBkérper. Auch die Quarzbelichtung ibt eine umgekehrte 
Wirkung auf die Liquoreiwei®kérper aus. Die Stabilitat, besonders 
der Albumin- und Globulinfraktion, nimmt zu, das Fibrinogen wird 
leichter fallbar (Thrombin- und Ca-Salzwirkung). Schon unter normalen 
Verhaltnissen ist die Fahigkeit der LiquoreiweiBfraktionen, die negative 
Ladung der roten Blutkérperchen zu neutralisieren, eine sehr geringe. 
Die eben dargestellten Versuchsergebnisse stimmen mit den Ergebnissen 
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einer unserer friiheren Arbeiten tiberein (Gdrtner und Kostydl), in der 
wir erwaihnten, daB nach Quarzbestrahlung des krankhaften Liquors 
die Stabilitatsreaktionen der EiweiBfraktionen abnehmen, ja negativ 
werden, parallel] mit ihnen auch die Kolloidreaktionen und die Phasen- 
fillung. Die weitere physiko-chemische Untersuchung des Quarz- 
lichtes auf den Liquor ist gegenwartig im Gange. Deshalb wollen wir 
auf das spezielle Verhalten der Liquoreiweibkérper in einer anderen 
Arbeit eingehen, hier befassen wir uns nur mit dem Verhalten des 
Plasmas. 

Um alle Anderungen, welche auf Quarzbestrahlung in den Eiweib- 
kérpern des Plasmas sich abspielen, verstehen zu kOénnen, miissen 
wie folgende Erklirung annehmen: die Strahlen des Quarzlichtes 
werden von den EiweiBmolekeln absorbiert (Spiegel-Adolf, Hausmann, 
Krumpel, Oshima). Die Absorption bedeutet ein gewisses Energieplus, 
infolgedessen es inden Molekeln und Atomen zu einer Elektronenablésung 
bzw. Elektronenanlagerung kommt (Straub und Gollwitzer- Meier, Clark). 
Die Kolloidmolekeln verlieren ein negatives B-Elektron. Je mehr 
negative Elektronen abgelést werden, um so gréber wird die positive 
Ladung und die Fahigkeit, die negative Ladung der roten Blutkérperchen 
neutralisieren zu kénnen, um so mehr nahert sich der Eiweibkérper 
dem isoelektrischen Punkt, und um so kleiner ist die Stabilitat. Je gréBer 
die negative Ladung eines Eiweibkérpers ist, um so gréBer muB sein 
Verlust an negativen Elektronen sein, um so gréBer seine Stabilitats- 
abnahme, was bei den Albuminen und Globulinen der Fall ist. Die 
Molekeln, welche negative Elektronen verloren haben, lagern teils 
wieder negative Elektronen an, solange aber die Viskositat der Lésung 
nicht zu groB ist, binden sie wahrscheinlich auch von den Puffern des 
Lésungsmittels negativ geladene lonen, vor allem OH-lonen, was die 
Verschiebung der aktuellen Reaktion des Serums oder Plasmas nach der 
sauren Seite zu infolge der freigewordenen H-lonen erklart. Mit dem 
Vorriicken dieses Prozesses verliert das Albumin allmahlich seine 
physiko-chemischen Eigenschaften und naihert sich immer mehr dem 
weniger stabilen Globulin, bis endlich infolge weiterer Lichtwirkung beide 
EiweiBkorper in einen Zustand gelangen, wo sich in der Lésung 1. durch 
Verlust von negativen Elektronen stark positive, 2. durch Aufnahme 
von Elektronen negativ gewordene oder durch Pufferung seitens 
des Lésungsmittels neutrale, 3. noch mit unveranderter Ladung aus- 
gestattete EiweiBmolekeln sich befinden. In diesem Stadium wirkt die 
bestrahlte EiweiBlésung beschleunigend auf die Senkungsgeschwindigkeit 
und zeigt die fiir das Globulin charakteristischen physiko-chemischen 
Eigenschaften, besonders die Zunahme der Viskositét. Die Ursache 
dieser Erscheinung ist teils in einer Abnahme der lonisation, teils 
in dem Umstand zu suchen, daB das Globulin in der Lésung nur 
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in suspensoider Form vorhanden ist, wie Beldk beschrieb. Wird die 
Bestrahlung weiter fortgesetzt, so ballen sich die hohen Elektronen- 
verlust aufweisenden, nunmehr positiv aufgeladenen EiweiBmolekeln mit 
den durch Anlagerung von Elektronen negativ aufgeladenen Molekeln 
zusammen, was noch durch die Steigerung der inneren Viskositat 
geférdert wird. Der Erfolg ist die von Mond beschriebene Aggregat- 
bildung, oder in noch weiterer Folge die Lichtkoagulation. Je nachdem 
die EiweiBmolekeln ihre Ladung ganz oder nur teilweise verlieren, kommt 
es zur noch eine elektrische Ladung zeigenden Aggregatbildung, oder zu 
einer neutralen Koagulation. Wo der Punkt dieser Aggregatbildung 
oder Koagulation sich befindet, ob zwischen Globulin- und Fibrinogen- 
zustand, oder bereits auf dem Gebiet der Fibrinogenfraktion, werden 
weitere Untersuchungen entscheiden miissen (diesbeziigliche Unter- 
suchungen sind im Gange). Sicher ist nur, daB jener Anteil des 
Fibrinogens und Globulins, welcher infolge der Quarzbestrahlung 
die Eigenschaften des Fibrinogens angenommen hat, wenn keine Licht- 
koagulation eintritt, nicht weiter in die labile Phase tibergehen kann, 
sondern Eigenschaften annimmt, welche die BluteiweiBkérper nicht 
besitzen, d. h. sie sind im Anfang nur schwer fallbar, spiter iberhaupt 
nicht (wahrscheinlich weil sie ihre Ladung verloren haben und das 
CaCl, nicht mehr binden kénnen). Ihre Quellbarkeit nimmt zuerst 
ab, um spater vollstandig verlorenzugehen. Ware nur ihre Stabilitat 
erhéht worden, so miiBte eben das Gegenteil erfolgen. Auch _ ihre 
Thrombinfaillung wird unméglich, Lichtkoagulation tritt nicht mehr 
ein. Sie verlieren natiirlich ihre Wirkung auf die negative Ladung 
der roten Blutkérperchen ebenfalls. All das laBt sich am_ besten 
beobachten, wenn man nur Fibrinogenlésungen allein bestrahlt. Bei 
Bestrahlung des Plasmas stért nimlich das Globulin bzw. das_ in 
Fibrinogenzustand tibergegangene Globulin und Albumin; zum Beweis 
dessen, daB die Verhaltnisse wirklich so liegen, haben wir die Fallbarkeit 
des Fibrinogens mittels Ca und die Quellbarkeit nach Quarzbestrahlung 
untersucht. Die tibrigen physiko-chemischen Verschiebungen haben wir 
bereits besprochen. 

In einer gegenwirtig erschienenen Arbeit haben wir mitgeteilt, 
daB das Fibrinogen, aus mit physiologischer Kochsalzlésung verdiinntem 
Plasma mittels CaCl, gefallt, nachher in der Lésung zu quellen anfangt. 
In einigen Fallen wandelt sich die ganze Fliissigkeit (31 ccm) in eine 
gallertartige Masse um, in anderen Fallen geschieht das nur teilweise, 
oder das sparliche Fibrin setzt sich zu Boden. Diese im Moment der 
Ausfallung sich einstellende Quellung entspricnt quantitativ nicht einer 
zweiten Quellung (Kostydl und Barta), obwohl ein Parallelismus sicher 
besteht (trocknet man namlich die gallertartige Masse und setzt sie 
einer neuerlichen Quellung in destilliertem Wasser aus, so nimmt 
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das Fibrin nur einen Bruchteil der vorigen Wassermenge auf, doch 
proportional der Wassermenge, welche es im Moment der Ausfallung 
gebunden hat). Man kann also aus der gebundenen Wassermenge 
im Moment der Ausfallung nur qualitativ auf dic anlaBlich der neuer- 
lichen Quellung zur Aufnahme kommende Menge schlieBen, aber 
nicht quantitativ. Doch geniigt dies zur Beurteilung eventueller 
Anderungen im Quellungsvermégen. Bei Quarzbestrahlung orientiert 
uns ferner diese Methode iiber die Beeinflussung der Fillbarkeit des 
Fibrinogens mittels Ca durch die Bestrahlung. Wir haben auch diese 
Methode in jedem Falle angewandt. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 
mit Kreuzen bezeichnet worden, und zwar in fiinf Stufen. Diese sind: 
+ Fallung in kleinen Flocken ohne Quellung, + + feine, gequollene 
Fadchen, +-+-+ das Fibrin liegt in Form eines grauen Kiigelchens 
am Boden, ++-+-+ das Fibrin bildet mit einem gréBeren Teil, 
++-+-++ mit der ganzen Fliissigkeit eine Gallerte. © bezeichnet, 
daB das Fibrinogen tiberhaupt nicht gefaillt wurde. Diese Ergebnisse 
beweisen in allem unsere obigen Darlegungen. 


Zusammenfassung. 

Aus der mitgeteilten Tabelle geht hervor, dab die Eiweibkolloide 
des Blutes bei verschiedenen Krankheiten verschiedene Empfindlichkeit 
dem Quarzlicht gegeniiber aufweisen. Auf das Plasma mit stabilen 
EiweiBkérpern ist die Wirkung eine viel gr6éBere als auf das mit labilen 
EiweiBkérpern. Bei Bestrahlung von Blutplasma aus normalen 
Individuen ist die Wirkung eine minimale. Die beschleunigende Wirkung 
auf die Blutkérperchensenkungsgeschwindigkeit halt nur bis zu einem 
gewissen Grade an, um dann abzunehmen. Wie die Untersuchungen 
der Ausfallung und der Quellung zeigen, ist oft die Senkung derart 
verzogert, als ob sie in eiweiBfreien Lésungen erfolgen wiirde, aber nicht 
deshalb, weil die Bestrahlung eventuell aufgehoben ware oder eine ent- 
gegengesetzte Wirkung entfaltete, sondern deshalb, weil die Eiweib- 
kérper in eine andere Phase tibergehen, welche charakterisiert wird 
durch Aggregatbildung, durch Zersetzung von EiweiBmolekeln, besonders 
des Fibrinogens und durch ihre Entladung, wodurch sie ihre Fa!lbarkeit 
und Quellungsvermégen, ferner die Fahigkeit, rote Blutkérperchen 
neutralisieren zu kénnen, einbiiBen. In diesen Fallen sind die Eiweib- 
molekeln anscheinend sehr empfindlich gegen Bestrahlung. In einigen 
Fallen bleibt die Senkung auch noch nach 120minutiger Bestrahlung 
erhalten, ihre Geschwindigkeit ist aber derart erhéht, daB sie schlag- 
artig erfolgt, auch dann, wenn das Fibrinogen seine Eigenschaften 
bereits verloren hat. Wahrscheinlich entfalten die in Umstellung be- 
griffenen Albumine und Globuline diese Wirkung. Ob unsere Auffassung 
richtig ist, miissen weitere Untersuchungen entscheiden. 
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Einige Betrachtungen zur Arbeit von Gesenius: 
Uber Stoffwechselwirkungen der Gurwitsch-Strahlen. 


Von 
A. Gurwitsch. 


(Aus dem Institut fiir experimentelle Medizin, Leningrad.) 


(Eingegangen am 7. Oktober 1930.) 


In seiner in dieser Zeitschr. 225, 358, 1930 erschienenen Arbeit 
wirft H.Gesenius auf Grund seiner wichtigen Befunde mit Recht die 
Frage auf, ob seine Ergebnisse mit der von uns angenommenen Stimula- 
tionswirkung mitogenetischer Strahlung vertraglich seien, da er ja 
durch seine Induktionsversuche keine Férderung, sondern eine Schddi- 
gung des Stoffwechsels (Gérung und Atmung der Hefezellen) und daher 
auch héchstwahrscheinlich auch der Vermehrung derselben bewirkt 
habe. 

Diese sich in der Tat von selbst aufdringende Frage mége in 
folgenden Zeilen analysiert werden, wobei wir nicht nur die bereits 
veréffentlichten und auch Gesenius bekannten Tatsachen, sondern 
auch eine Reihe unserer neueren, bisher noch nicht publizierten Befunde 
ins Feld fiihren werden. 

Als erstes soll in véllig objektiver Weise gepriift werden, woraus 
denn eigentlich die férdernde Wirkung der Induktion auf die Hefe- 
zellen von uns angenommen wird ? 

Wir werden unumwunden bekennen, daB dies in_unmittelbar 
evidenter Weise nur aus Barons Ermittlungen gefolgert werden kann, 
dem wir einen zweifachen direkten Beweis der Férderung verdanken!: 
erstens indem er durch direkte ununterbrochene Beobachtung der 
induzierten Kultur und der Kontrollkultur im Hangetropfen sich von 
einer beschleunigten Teilung in ersterer tiberzeugen konnte. Zweitens 
indem er beide Tropfen wahrend 3 bis 4 Tagen weiterkultivierte und 
den Effekt ad oculos fiir das unbewaffnete Auge demonstrieren konnte?. 


1 Abgesehen davon liegen ganz eindeutige Angaben dieser Art 
bedeutende Vermehrung der Bakterienzahl — in der Arbeit von Sewertzowa 
(Biol. Zentralbl. 1928) vor. 

2 Der triibe Bodensatz im induzierten Tropfen betrug giinstigenfalls 
das Doppelte des Kontrolltropfens! (Makroeffekt.) 
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In Barons Versuchen war trotz tagelanger Induktion eine De- 
pression des Wachstums nicht eingetreten, obwohl, wie Gesenius betont, 
die Eigeninduktion (Mutoinduktion) innerhalb der Kultur selbst sicher 
bestand. Es wird daraus von Gesenius gefolgert, daB dieser Umstand 
die sonst naheliegende Annahme, ,,an eine zu starke Induktion zu 
denken, namlich daB die Mutoinduktion der Zellen untereinander im 
Verein mit der Fremdinduktion von auBen zu einer Schaidigung der 
angestrahlten Kultur fiihre, deren Atmung hierdurch absinkt* (S. 365), 
widerlegt. 

Ich glaube, daBb die Zusammenstellung der beiderseitigen Ergebnisse, 
wie es Gesenius tut, unstatthaft ist, weil die Versuchsverhaltnisse hier 
und da in jeder Hinsicht verschiedene sind. 

1. Baron tat den gliicklichen Griff, zur Dauerinduktion (bzw. 
Makroeffekt) etwa 1 Monat alte, zum vdlligen Stillstand gekommene 
Kulturen zu nehmen. Die an ihnen gemachte Erfahrung, da sie eine 
2 bis 3 Tage wihrende Induktion noch stets mit einem positiven Effekt 
beantworten, laBt sich auf frisch iberimpfte, aus einem jungen Stamm 
entnommene Hefe unter keiner Bedingung extrapolieren. In Barons 
Versuchen handelt es sich um eine, im wirklichen Sinne des Wortes 
,, Junge“, aus einem langen Ruheschlaf erweckte Kultur, die noch 
voll Reservestoffe und Reservekréfte ist. Es ist daher mehr als 
fraglich, ob ein mit einer fortlaufend im Gebrauch gehaltenen 
(ermiideten) Kultur angestellter Dauerversuch nach Baron zu einem 
Makroeffekt gefiihrt hatte. 

2. Gesenius zieht die Angabe Barons in Erwigung, dab, ,,sobald 
die gegenseitige Beeinflussung der Detektorzellen einen gewissen Grad 
iiberschreitet — was nach Baron in nicht geniigend verdiinnten Kulturen 
der Fall ist —, Fremdinduktion fiir diese Zellen belanglos wird“ (8. 365). 
Und desto eher stiinde es daher zu erwarten, daB unter seinen Versuchs- 
bedingungen, wo die Konzentration der Kulturen etwa das 100fache 
der ,,sehr dichten“ Kulturen Barons betrug (7 bis 10 Millionen gegen 
80000 bis 100000 pro Kubikmillimeter), jede Induktionswirkung 
(sowohl férdernde als deprimierende) ausbleiben miiBte. 

Dieser auf den ersten Blick triftige SchluB ist indessen nicht 
einwandfrei. 

Die Eigeninduktion (Mutoinduktion) einer Kultur ist die Resultante 
der Elementarstrahlungen innerhalb des Zellkomplexes. Wir haben 
nun auf Grund einer Reihe noch nicht veréffentlichter und in kurzer 
Form schwer mitteilbarer Erfahrungen allen Grund zur Annahme, dab 
die mitogenetische Strahlung der Hefezelle, genau so wie diejenige der 
Seeigeleier!, ein zeitlich ziemlich eng umgrenztes ,,Aufleuchten“ ist, 


' Vgl. Frank u. Salkind, Roux’ Arch. 110, 1927. 
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welches in eine naher zu bestimmende Etappe des Lebenszyklus der 
Zelle fallt und vor allem giinstige Lebensverhdltnisse und rege Ver- 
mehrung zur Voraussetzung hat. Es erscheint demnach in hohem 
Grade wahrscheinlich, daB die Ligeninduktion einer Kultur als Funktion 
der Dichte derselben ein gewisses Optimum oder Maximum aufweist, 
um bei tibermaBiger Dichte, wo die Lebensverhaltnisse (vor allem die 
Vermehbrung) der Zellen ja sicherlich stark leiden, bedeutend zu sinken. 
Wie tief das Optimum fiir eine Hefekultur tatsachlich liegt, ergeben 
iibrigens Barons Protokolle, die eine typische charakteristische Um- 
kehrung der gegenseitigen Verhaltnisse der Kontrolle und Induktion 
nach etwa 15 bis 16 Stunden aufweisen (8.43, Versuch 5). Es liegt mit 
anderen Worten aller Grund zu der Annahme vor, daB in den auber- 
ordentlich dichten Kulturen Gesenius’ die Vermehrung und mithin 
auch die Eigenstrahlung tief darniederlag und auf jeden Fall letztere 
sehr weit von ihrem Maximum war. Es ist daher durchaus nicht ver- 
wunderlich, daB Fremdinduktion nicht belanglos war und zu einem 
mitogenetischen Effekt fiihren kénnte. 

3. Es bleibt daher nur die Frage, wie die deutlich depressive an 
Stelle der sonst bekannten und auch hier vermuteten férdernden Wirkung 
der Induktion erklart oder zum mindesten plausibel gemacht werden 
kénnte. Kann man sich in der Annahme einer ,,Schaidigung der 
Kultur infolge ibermaBiger Belichtung auf Prazedenzfaille oder Analogien 
berufen? Wir glauben diese Frage im Gegensatz zu Gesenius bejahen 
zu kénnen. 

Es sei zundchst darauf hingewiesen, daB die Anordnungsweise der 
Versuche von Gesenius an sich zur Erwartung eines positiven mitogeneti- 
schen Effekts, d. h. der Férderung des Stoffwechsels, gar nicht berechtigte. 
Es wurde zuerst 1,5 bis 6 Stunden angestrahlt und erst darauf nach 
etwa 30 Minuten der Gaswechsel gemessen, d.h. auf Nachwirkung 
gerechnet. Fiir eine derartige Erwartung liegt in der Gesamtheit der 
bisherigen Erfahrungen keine Veranlassung vor, es handelt sich viel- 
mehr um eine offene Frage oder sogar eher um eine Prisumption dagegen. 
In der Tat, wenn wir die zeitlichen Verhaltnisse des Induktionseffekts 
der Hefekulturen studieren, so haben wir folgende Verhaltnisse. Sofern 
es sich um Induktion mit Blut handelt, kénnen wir als feststehend 
betrachten, daB die Strahlung des Induktors nach etwa 20 Minuten 
erlischt. Aber auch bei Gebrauch von Hefeagarkulturen als Induktoren 
scheinen die zeitlichen Verhaltnisse nicht wesentlich andere zu sein. 
Es zeigt sich namlich nach unseren neueren, noch unver6ffentlichten 
Erfahrungen, daB bei der von Baron eingefiihrten, etwa zweistiindigen 
Mutoinduktion von Hefeagarblécken die effektive gegenseitige Be- 
strahlung der gegeneinander gerichteten Hefeflachen von nur kurzer 
Dauer (etwa 15 bis 20 Minuten) ist. Eine etwa 10 bis 15 Minuten 
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bestrahlte Hefeagarflache bi&®t namlich nach dieser Exposition ihr 
Strahlungsvermégen ein}. 

Etwa 45 Minuten nach Beginn der Bestrahlung ist bereits ein 
Induktionseffekt in unserem Sinne zuweilen nachweisbar, der nach 
einer Stunde ganz konstant wird und oft sein Maximum erreicht und 
gegen 2,25 bis 2,5 Stunden nach Beginn vollig abklingt?. Was in der 
Folgezeit mit den Hefekulturen geschieht, wurde von uns allerdings 
nicht gepriift, es liegen indessen einige Indizien vor, die sehr 
wohl daran denken lassen, daB nach forcierter Inanspruchnahme des 
Teilungsvermégens unter relativ ungiinstigen Verhaltnissen [fehlende 
Erneverung des Substrats, Anhaufung der Stoffwechselprodukte, 
beschrinkter Atemraum (Versuchsbedingungen Gesenius’) usw.] eine 
Depression oder Erschépfung der Kultur auftreten kann. Andeutungen 
davon finden sich in den Ergebnissen Barons (S. 55ff.) und in unseren 
Erfahrungen an abgeschnittenen Zwiebelwurzeln, wo ein voriiber- 
gehender (2 Stunden nach Beginn der Exposition) auftretender positiver 
Induktionseffekt schon nach etwa 2,5 bis 3 Stunden durch ein Defizit 
an der induzierten Seite verdrangt wurde*. 

Da die Ablesungen von Gesenius vorwiegend erst 4 Stunden und 
mehr nach Beginn der Bestrahlung stattfanden, lieBen sich die depri- 
mierenden Wirkungen nach Analogie mit Vorangehendem im all- 
gemeinen sehr wohl erklaren. Uber die Ergebnisse der Tabelle III, 
wo es sich um Beeinflussung eines zellfreien Ferments handelt, méchten 
wir uns allerdings jeder MeinungsiuBerung enthalten, da uns keine 
diesbeziiglichen Erfahrungen vorliegen. 

Die Méglichkeit einer depressiven Wirkung der Induktion ist 
ubrigens nicht ad hoc ersonnen: Es mehren sich immer mehr Erfahrungen, 
daB bei protrahierter Induktion der positive Effekt sehr leicht und 
unvermittelt ins Negative, d.h. in einen Depressionszustand (Defizit 
an Sprossungen) umschligt. Uber diese Frage, die in unserem Labora- 
torium in ausgedehntem Umfang gepriift wird, liegen noch keine Ver- 
6ffentlichungen vor. Es mége aber hier gestattet sein, einige besonders 
frappante Belege in aller Kiirze mitzuteilen: das pulsierende Frosch- 
herz, dessen Induktionsvermégen von Frank nachgewiesen wurde, 
wirkt schon nach etwa 10 Minuten deprimierend. Wird mit Blut nicht 
in gewohnlicher kontinuierlicher Weise, sondern intermittierend 


1 Die Deutung dieser Ergebnisse kann an dieser Stelle nicht gegeben 
werden und wird in einer speziellen Arbeit austtihrlich besprochen. 

2 Ergebnisse einer: noch nicht ver6ffentlichten Untersuchung von 
Dr. Kurajeff, die uns veranlaSten, entgegen unserem friiheren Verfahren 
(vgl. Abderhaldens Methodik, Abt. V, Teil 2/3, S. 1442) 1 Stunde nach 
Beginn der Induktion zu fixieren. 

8 Roux’ Arch. 109, 1927. 











SS 2 3 








Stoffwechselwirkungen der Gurwitsch-Strahlen. 113 


(durch eine schnell rotierende Drehscheibe mit Ausschnitten) induziert, 
so kommt es schon nach etwa 3 Minuten Einwirkungsdauer zur deut- 
lichen Depression (Salkind). Die Strahlung aus dem Flimmerepithel 
(noch nicht veréffentlichte Versuche von Zoglina) wirkt schon binnen 
weniger (etwa 5) Minuten deprimierend. 

Alle vorangehenden Tatsachen und Erwaigungen werden indessen 
von untergeordneter Bedeutung fiir die Beurteilung der Ergebnisse 
von Gesenius, sobald wir die prinzipiell wichtige Frage aufwerfen, die 
sich auf die gegenseitigen zeitlichen Verhiltnisse zwischen dem 
postulierten gesteigerten Stoffumsatz und dem _  mitogenetischen 
Teilungseffekt bezieht. 

Es ist a priori nicht einzusehen, warum die erwartete Steigerung 
der Atmung bzw. Gairung des Detektors bei mitogenetischer Bestrahlung 
zeitlich mit gesteigerter Teilung des Wirkungssubstrats zusammen- 
fallen miBte. Wir stellen mit anderen Worten die Frage, ob Gesenius 
auch bei anderer Auswahl der Versuchszeiten, z. B. bei nur gerade 
ausreichender, etwa 15 Minuten waihrender Bestrahlung des Detektors 
und sofortiger Ablesung zu einer positiven Bilanz gelangen miiBte? 

Wir glauben auch diese Frage verneinen zu miissen, und zwar auf 
Grund des Phinomens der sogenannten Sekundarstrahlung. 

In Fortsetzung der in unseren vorangehenden Arbeiten  mit- 
geteilten Ermittlungen tiber diese Erscheinung verfiigen wir gegen- 
wiartig tiber einen ziemlich genauen Einblick in die zeitlichen Ver- 
haltnisse der Sekundarstrahlung. Es hat sich gezeigt, daB unsere 
urspriingliche Vermutung, es handle sich um ein kurzes ,,Aufleuchten“ 
sekundarer Art bzw. um einen stiirmischen, explosionsartigen, energie- 
liefernden Vorgang, sich im vollen Umfang bestitigte. Wird die mito- 
genetische Bestrahlung intermittierend in einzelnen Schlagen von 
etwa 0,001 Sekunden verabreicht und die Sekundarstrahlung durch 
entsprechend angebrachte Spalten der gleichen Scheibe nach jedem 
Induktionsschlag abgefangen, so ergibt sich mit voller .Evidenz, dab 
jeder Primarbelichtung in einem Abstand von etwa 0,01 Sekunden ein 
, Sekundaraufleuchten*‘ von etwa 0,05 Sekunden nachfolgt. 

Es hat sich aber andererseits ergeben (was iibrigens schon aus der 
alteren Arbeit von Potozky und Zoglina ersichtlich ist'), daB das Ver- 
mégen zur Sekundirstrahlung sich recht bald (nach etwa 5 bis 10 Minuten 
Primarbestrahlung) erschépft. 

Versuchen wir diese Erfahrungen fiir unser gegenwartiges Problem 
— die Stoffwechselbilanz beim Induktionseffekt zu verwerten, so 
diirfen wir uns sowohl auf unsere ilteren Frmittlungen tiber die energe- 
tische Seite der Sekundarstrahlung als auch auf eine Reihe weiterer, 


1 Roux’ Arch. 114, 1928. 
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noch unver6ffentlichter Befunde beziehen: die Sekundarstrahlung ist 
ein Symptom oder ein Signal, daB durch mitogentische Bestrahlung 
in den Zellen des Detektors stiirmische, sehr kurzdauernde, energie- 
liefernde Stoffzersetzungen eingeleitet werden. DaB diesem eingreifenden 
Reaktionsvorgang eine mehr oder weniger tiefgehende Erschépfung 
des beeinfluBten Substrats nachfolgen muB, ist eine Annahme, der man 
sich wohl kaum entziehen kénnte. Es erscheint uns auch recht plau- 
sibel, daB nur ein geringer Bruchteil der entbundenen Energie ,,sekundar 
verstrahlt** wird und daB der gréBere Teil die Arbeit der nun einsetzenden 
Zellteilung bestreitet. Es ist ein giinstiger Umstand fiir das ganze 
mitogenetische Problem, daB der ,,mitogenetische Effekt‘* im engeren 
Sinne des Wortes (d. h. die nachfolgende Zellteilung) so langsam ein- 
setzt und abléiuft und daher durch Abzaihlung nach | bis 3 Stunden 
nachgewiesen werden kann. Es erscheint daher auf Grund des Aus- 
gefiihrten im héchsten Grade zweifelhaft, ob man die positive Phase 
der Stoffwechselbilanz nach Bestrahlung tiberhaupt abfangen kénnte. 
Das Gesagte gilt natiirlich im vollen Umfang auch fiir die interessanten 
Ermittlungen Gesenius’ an Seeigeleiern, wo auch offenbar nur die 
negative Phase zur Beobachtung gelangte. 

Wir glauben daher, daB die schénen Ergebnisse von Gesenius sich 
der Gesamtheit der vorliegenden Ermittlungen iiber den mitogene- 
tischen Effekt ausgezeichnet einfiigen und dadurch zu einer auBer- 
ordentlich wichtigen Errungenschaft auf diesem Gebiet werden. 
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Von 


B. A. Lawrow und Natalie Jarussowa. 


(Aus dem Staatlichen Ernahrungsinstitut zu Moskau.) 


Sauerkraut als C-Vitamintriiger. 


(Eingegangen am 7. Oktober 1930.) 


Mit 8 Abbildungen im Text. 


Bekanntlich stellt das Gemiise eine wertvolle Vitaminquelle dar, 
und deswegen gewinnt die Frage nach der Erhaltung der Vitamine 
beim Konservieren von Gemiise eine besonders groBe Bedeutung. 
Zur allerverbreitetsten Konservierungsmethode 


produkte gehért das Einséiuern; die Literatur- 
angaben iiber ,,Vitaminstarke’’ der einge- 
siuerten Gemiise sind jedoch auBerst sparlich, 
so daB eine experimentelle Priifung dieser 
Frage zweifellos erforderlich ist. 

Wir stellten Versuche mit Sauerkraut, 
der in unserer Heimat allerverbreitetsten 
Gemiisekonserve, an und wollen in der vor- 
liegenden Arbeit iiber unsere Untersuchungs- 
ergebnisse hinsichtlich der antiskorbutischen 
EKigenschaften dieses Nahrungsmittels  be- 
richten. 

Als Versuchstiere dienten uns Meer- 
schweinchen. Wir benutzten hierbei die im 
hiesigen Institut gewonnenen Resultate tiber 
die vergleichende Wertigkeit verschiedener 
Grunddiat fiir die Meerschweinchen. Diese 
Untersuchungen ergaben, da Hafer und auto- 
klavisiertes Heu (1 Stunde bei. 120°) die ein- 
fachste Futterkombination ist. Wird den 
Meerschweinchen nur dieses Futter verab- 
reicht, so zeigen sich bei ihnen nach kurzer 
Frist (gew6hnlich am Ende der vierten Woche) 


dieser Nahrungs- 
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Abb. 1. 
Hafer und autoklavisiertes 


Gewichtskurven, 
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deutlich ausgeprigte Symptome von C-Avitaminose, was die Autopsie 
(makroskopisch) bestatigt (s. Tabelle I, Abb. 1). 


Tabelle I. 





Sj s, =, 5 
.8 | See 28 2 Gewichts 
$6 E68 S282 Fe po 
2 . . ? . E = 22 verlust Ergebnisse 
So! ai, led 
Nr. £ g > g Fo 
33. «358 «| «(223 29 135 36,7 | Autopsie: Blutung in der Haut. Rosen- 
(tot) kranze an den Rippen. Zahne 
wackelig. 
37-816 | 212 27 104 32,9 | Autopsie: Blutung im Gelenk. Kleine 
(tot) Rosenkranze. Zahne leicht heraus- 
nehmbar. 
36 «3807 s«187 28 120 39,1 | Autopsie:unbedeutende Blutungen. Ge- 
(tot) ringe Rosenkranze an den Rippen. 


Zahne leicht herausnehmbar. 


34-286 | «167 28 119 41,6  Autopsie: Blutungen in den Gelenken 
(tot) Rosenkranze (?). Zahne leicht 
herausnehmbar. 


35 | 266 190 27 76 | 28,6 | Autopsie: Makroskopisch lieben sich 
(tot) keine skorbutischen Symptome 
wahrnehmen. 


Wird bei dieser Diét ein C-Vitamintriger gegeben, so verhalten 
sich die jungen Tiere vollig normal. Zur Illustration fihren wir auf 
Abb. 2 und 2a die Gewichtskurve der Meerschweinchen an, welche die 
oben erwaihnte Grundkost mit Beifiigung von Vitamintragern (5 ccm 
frischen Kohl- bzw. Apfelsinensaft) erhielten. Diese Kurven zeigen, 
daB diese Fiitterungsweise der von L. Randoin bzw. N. Bessonoff 
jedenfalls nicht nachsteht, in bezug auf Einfachheit und Billigkeit 
aber dieselbe bedeutend iibertrifft (die entsprechenden im_hiesigen 
Institut durchgefiihrten Vergleichsuntersuchungen von Dr. Sche- 
pilewskaja und Dr. Jsumrudowa gelangen in der nichsten Zeit zur 
Veréffentlichung). 

Im Vorversuch (etwa 1 bis 2 Wochen) bekamen die Meer- 
schweinchen eine gemischte Nahrung (nicht autoklavisiertes Heu, 
Hafer und Gemiise — frischen Kohl, Méhren und Beten —- und Wasser), 
und zwar ad libitum. 

Beim Beginn des Versuchs wurden die Tiere in Kafigen unter- 
gebracht, deren Boden mit Sand bestreut war; der Hafer wurde 
in verzinkten Futternapfen von einer derartigen Form gegeben, dab 
die Kérner nur in geringer Menge verstreut wurden; Wasser erhielten 
die Tiere in glisernem Geschirr; auBerdem wurden in jeden Kafig 25 g 
autoklavisiertes Heu gelegt, das gewéhnlich bis zum nachsten Tage 
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restlos vertilgt wurde. Die Menge des vom Tiere verzehrten Hafers 
wurde durch Abwiegen der Reste berechnet: sie schwankte etwa von 
10 bis 20 g pro Tag, je nach dem Gewicht des Tieres und der Wirkungs- 
tatigkeit des Vitamintragers. War das Vitamin nicht geniigend vor- 
handen, so verlor das Meerschweinchen seinen Appetit, fra sogar 
Heu schlecht, nahm an Gewicht ab und bekam das typische Aussehen 
eines skorbutischen Tieres. 

Der antiskorbutische Faktor des gesaéuerten Kohls wurde der 
Grundkost folgendermaBen zugefiigt: Die erforderlichen Mengen des 
kauflichen Sauerkrauts (es wurde bei uns in einem eichenen Fab 
unter einer Presse aufbewahrt) wurden von der Salzlake ! (durch Abwerfen 
auf ein Sieb) befreit, abgewogen und durch die Fleischmaschine gelassen ; 
das fein zerkleinerte Kraut wurde mit Marlatuch umwickelt und mit 
den Handen abgedriickt; die auf diese Weise erhaltene und noch durch 
ein Faltenfilter geschickte triibe Fliissigkeit diente uns als Vitamin- 
trager. Mit Hilfe einer Pipette wurde diese Fliissigkeit den Meer- 
schweinchen, und zwar in den Dosen: 1, 5, 10, 20 und 50 ccm pro Tag 
gegeben. Die Versuchsergebnisse mit 1 ccm Saft sind auf Abb. 3 und in 
der Tabelle I] angefiihrt. Die Autopsie ergibt in allen Fallen ein 
deutlich aussprochenes Bild von Skorbut. 


Tabelle II. 
Taglicher Zusatz von 1 ccm Sauerkohlsaft zur Grunddiit. 








5 | eg, |g, 5 
Lo | a Th ee Fy Gewichtsverlust 
$2485 485 FE wihrend ; 4 
ae lee 2 at <2 des Versuchs Ergebnisse 
aise je= | | 
Nr. | 8 g > g 0 
TT 
22 | 542 295 35 247 45,5  Autopsie: Geringe Blutung in den Knie- 
i (tot) gelenken. Deutlich ausgepragte 
H Rosenkrinze an den Rippen. 
i Zahne leicht herausnehmbar. 
20 ! 467 242 31 225 48,1 | Autopsie: Sehr bedeutende Blutun- 
H (tot) | gen. Deutlich ausgepragte Rosen- 
I kranze. Zahne leicht heraus- 
nehmbar. 
27 360  =.218 25 142 39,4 | Autopsie: Blutungen. Deutliche Rosen- 
i| (tot) | kranze. Zahne wackelig. 


* Aus folgenden Griinden halten wir es fiir notwendig, das Sauerkraut 
von der Salzlake zu befreien: 1. Die Menge der Lake steht in keinem Ver- 
hiltnis zum Sauerkraut selbst. 2. Sie ist bei der taglichen Portion héchst 
verschieden, was den aus den Kohlgeweben erhaltenen Saftgehalt be- 
deutend beeintluBt und somit die Berechnung des benutzten Saftes in 
Abhangigkeit von der Ausgangsquantitaét erschweren wiirde. 3. Die Kohl- 
lake wird gewéhnlich bei Benutzung des Sauerkrauts in der Kiiche nicht 
verwertet. 
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Mit 5cem Sauerkohlsaft erhielten wir die gleichen Resultate, die 
sich nur in einem Falle von den oben angefiihrten durch langere Lebens- 


dauer des Versuchstieres und durch 
550 makroskopisch weniger deutlich aus- 
gesprochene skorbutische Symptome 


unterschieden (s. Tabelle II] und 
Abb. 4!). 
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Abb. 4. 
und Sauerkrautsaft (1 cem). Grunddiit 
Gewichtskurven. 





II 


Grunddiiit 


und Sauerkrautsaft (5 cem) 
‘ Gewichskurven. 

Mit 10 ccm Sauerkohlsaft ergab die Autopsie héchstens (Nr. 19 
und 23) schwachere skorbutische Symptome, jedoch zeigen (siehe 


1 Wir nahmen 


die Daten 
Hafer als Grunddiat 


aus unseren Vorversuchen, 
diente. 


in denen nur 
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Tabelle III. 


Taglicher Zusatz von 5cem Sauerkohlsaft zur Grunddiat. 
£ 





gis = 
a Ng No 
is ~ 32 Gewichts- 
ve a , . 
efe verlus . . 
= = 20 rlust Ergebnisse 
2 = 
4 2s 
<2) DEES a fe 
Nr. g ¥ %o 





7 324 190 28 134 41,3 | Unbedeutende Blutungen in den Knie- 


(tot) gelenken. Zahne frei heraus- 
nehmbar. 
14 304) = 205 39 99 32,5  Vollblitigkeit der Epiphysen und 
(tot) Rippenknorpel. Zahne frei heraus- 
nehmbar. Schwach ausgepriagte 
Rosenkranze. 


-— yy 


Tabelle IV und Abb. 5) die Lebensdauer der Tiere (27 Tage), der 
Gewichtsverlust in Prozenten (38 und 47°) und der Charakter der 
Gewichtsabnahme bei einem der Versuchstiere (Meerschweinchen 
Nr. 23) ein Bild, das dem bei typischer C-Avitaminose der Meer- 
schweinchen zu beobachtenden identisch ist (vgl. Abb. 1). Die Ge- 
wichtskurve des Meerschweinchens Nr. 19 ahnelt der typischen Hunger- 
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Grunddia&t und Sauerkrautsaft (10 cem). Gewichtskurven. Pfeile: 1. nur Grunddi&t; 
2. gemischte Kost. 
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Tabelle IV. Taglicher Zusatz von 10 ccm Sauerkohlsaft. 








= a = 
Bi Se_| Gs g 
BE | SSE| StS es Gewichts- 
O'S | Sssm| See Se verinderungen Ergebnisse 
AE eSS)/)25° | Se : ; 
3S || 2> Se 2 
PA S eo - = — 
Nr. g g > £g 9 
19 | 495 | 262 27 —233 —47 Geringe Blutungen im Diinn- und 
(tot) Dickdarm. 
23 465 286 27 —179 —38.5 Geringe Blutungen in den Knie- 
(tot) gelenken, deutlich bemerkbare 
Rosenkranze. 


26 342 489 111 +147 +43 > Normales Aussehen und Befinden. 


kurve und ist fiir die C-Avitaminose der Meerschweinchen nicht 
charakteristisch; die Autopsie ergab keine spezifisch-skorbutischen 
Symptome; es lieBen sich nur unbedeutende Blutungen hier und 
da im Diinn- und Dickdarm beobachten. Im Gegensatz zu den er- 
wahnten Meerschweinchen wies das Tier Nr. 26 (das an Gewicht aller- 
kleinste in dieser Gruppe) im Laufe von 111 Versuchstagen eine 
bedeutende Gewichtszunahme auf (43°) und besaB die ganze Zeit 
uber ein vollsténdig normales Aussehen und Befinden. Die Gewichts- 
kurve dieses Tieres zeigt eine duBerst interessante Erscheinung: in 
den ersten 3 Versuchswochen hatte dieselbe einen fiir Skorbut typischen 
Verlauf (vgl. Meerschweinchen Nr. 34 und andere auf Abb. 1), dann 
jedoch steigt das Gewicht der Tiere auBerst schnell, wie beim normalen 
Wachstum, was bis zum Versuchsende (111 Tage) dauerte. Um die 
Wirkung der gegebenen Dosis auf das Meerschweinchen zu kontrollieren, 
fiihrten wir dieses Tier auf eine vitaminfreie Kost (nur Grunddiat) 
tiber. Wie Abb. 5 zeigt, stieg das Gewicht des Tieres anfanglich wie 
friiher, ungefihr 2 Wochen lang, um nach dieser Zeit zu fallen. Das 
Tier wurde auf die gewéhnliche, gemischte Kost iibergefizhrt. 


Tabelle V. Taglicher Zusatz von 20cem Sauerkohlsaft zur Grunddiat. 








E s B 
hs 7 F 4 Verinderungen 
55 = Se des Gewichts , 
se $ =? beim Versuch Ergebnisse 
Z Es" | ge 
an _— a - — 
Nr. Ss g Fo 
21 645 677 121 +32 +49 Normales Aussehen und Befinden. 
24 499 254 | 27 —236'—49,5 Autopsie: Deutliche Rosenkrinze, 
(tot) Zahne wackeln, Blutungen im 


Darm. 
+285 +54,9 Normales Aussehen und Befinden. 
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Aus dem oben Gesagten folgt, daB 10 ccm Saft eine gewisse ,,Grenz- 
menge™ des antiskorbutischen Faktors enthalten, die jedenfalls fiir 
einige Individuen noch nicht vollkommen geniigt, um den normalen 
Zustand des Tieres aufrechtzuerhalten; 20 ccm Saft tiben eine sichere 
antiskorbutische Wirkung aus, was aus Abb. 6 und Tabelle V zu er 
sehen ist. 
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Abb. 6. 
Grunddiit und Sauerkrautsaft (20 cem). Gewichtskurven. Pfeile: 1. nur Grunddiat; 
2. + 20 cem Sauerkrautsaft. 
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In diesem Versuch ging eines der Meerschweinchen (Nr. 24) bald 
nach Versuchsbeginn (am 27. Tage) zugrunde, die anderen Tiere jedoch 
gediehen normal. Das Meerschweinchen Nr. 21 ergab ein Bild, das 
wir beim Meerschweinchen Nr. 26 bei der Dosis von 10 cem Sauerkohl- 
saft beobachten konnten, und zwar Gewichtsabnahme (hier eine sehr 
starke) bis auf 31°, binnen 31 Tagen, dann normale Gewichtskurve 
wahrend 3 Monaten mit Gewichtszunahme von 52”,, (vom minimalen 
Gewicht berechnet), wobei jedoch die Gesamtzunahme des Tieres fiir 
diese Zeitperiode (121 Tage) unbedeutend (etwa 5°,, des anfanglichen 
Gewichts) war. Am 122. Tage wurde der Saft abgestellt, und das Tier 
erhielt nur die Grundkost; in den nachsten 25 Tagen verlor das Tier 
etwa 9°, (vom Gewicht am 122. Tage); dann erhielt das Tier von neuem 
den Saft in der vorherigen Dosis; wie Abb. 6 zeigt, nahm das Ge- 
wicht des Tieres in normaler Weise zu. 
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Grunddiat und Sauerkrautsaft (30 cem). Gewichtskurven 
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GréBere Dosen (30 und 50 ccm) des Saftes, die den Tieren in Gaben 
von 10 cem wahrend des Tages verabfolgt wurden, iibten eine giinstigere 
Wirkung aus (s. Tabelle VI, Abb. 7 und 8). 
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Abb. 8. 
Grunddiaét und Sauerkrautsaft (50 cem). Gewichtskurven. Pfeile: 1. nur Grunddiiit; 
2. Lahmungen; 3. gemischte Kost; 4. Apfelsinensaft (10 ccm). 


Mit Ausnahme des Meerschweinchens Nr. 29, welches aus zu- 
falligen Griinden umkam (es fie] vom Tisch und wurde tétlich verletzt), 
wiesen alle iibrigen Meerschweinchen ein voéllig normales Wachstum 
auf und nahmen an Gewicht binnen 82 Tagen um 40, 44, 24 und 52°, 
zu. Zur Kontrolle wurde eines der Versuchstiere (Meerschweinchen 
Nr. 32) vom 83. Tage an auf die Grundkost iibergefiihrt ; in den ersten 
3 Wochen behielt das Tier fast sein friiheres Gewicht (dasselbe fiel 
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nur um 2°,), in der vierten Woche betrug jedoch die Gewichtsabnahme 
21,5°,; der Ubergang zur gemischten Kost stellte die Gewichts- 
abnahme nicht sofort ein (der Gewichtsverlust betrug wahrend der 
Woche 104 g, d. h. 20,6°,,). Dann erhielt das Meerschweinchen 10 cem 
Apfelsinensaft ; die Gewichtsabnahme hérte sofort auf, und am zehnten 
Tage betrug die Gewichtszunahme 18,2 °,. 


Tabelle VI. 





= - = ~ 
a |Se_ | &e 5 
be = == =| = © & =} Gewichts- 
oo sss =sst Zz , " re . " 
S s = zZ a = zZ = 22 verinderungen Ergebnisse 
Silos” | o> .~ 
tL a _- - —---- os 
Nr. g g > £ %o 


30 cem Sauerkoblsaft zur Grunddiat. 
29 410 460 29 +50'+121 Tod am 29. Tage aus zufilligen 
Grunden. 


30 390 5d1 $2 +161 + 41,38 Versuch wurde am 83: Tage eingestellt. 
31 380 36-548 82 +168 +44 Versuch wurde am 83. Tage eingestellt. 


50 cem Sauerkohlsaft zur Grunddiat. 


32 530 | 655 82 +125 + 23,6 Die Saftgabe wurde am 83. Tage ein- 
gestellt. 
28 §=6349 =)=—-5532 82 +183 +52 Der Versuch wurde am 83. Tage ein- 
gestellt. 
Grundkost (ohne Saft). 
32 655 | 642 22 |'—13 |ca.-—2 
32 «6642 ~)=—-5504 8 —138 —21,5 Am 9. Tage erhielt das Meerschwein- 


chen gemischte Kost. 


Beim Vergleich der mit 30 und 50 cem Sauerkohlsaft angestellten 
Versuche kénnen wir wohl keinerlei Vorziige der letzten Dosis vor der 
ersten feststellen (Abb. 7 und 8). Daher halten wir 30 ccm Saft fiir 
eine bestimmt prophylaktisch wirkende Dosis, 20 ccm jedoch fiir eine 
den minimalen antiskorbutischen Anforderungen nahestehende. 

Was nun den Zahlenausdruck der C-Vitaminkonzentration im 
Sauerkrautsaft betrifft, so wiirden wir es fiir méglich halten, diese 
Konzentration (die Vitaminstarke) durch einen Vergleich der minimalen 
prophylaktischen Dosis des Sauerkrautsaftes mit der prophylaktischen 
Dosis eines groBe Vitaminaktivitét besitzenden Produktes (z. B. des 
Apfelsinen- oder Citronensaftes) zu bestimmen. Schiitzen das Meer- 
schweinchen vor dem Skorbut schon 1,5, 2 oder 3ccm des Apfel- 
sinensaftes, so hat unser Saft, dessen prophylaktische Dosis erst 
30 ccm darstellen, entsprechend 5,6 oder 10 ’,, der Aktivitat des Apfel- 
sinensaftes oder des Saftes von frischem, rohem Kohl, der dem ersteren 
an C-Vitaminkonzentration gleichsteht. 
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Man kann auch eine andere Berechnungsweise benutzen: schiitzen 
15 bis 3ccm Apfelsinensaft und 30 ccm Sauerkohlsaft in gleicher 
Weise das Meerschweinchen vor Skorbut, so ist die C-Vitaminmenge 
in beiden Fallen gleich anzunehmen: betrachtet man diese Menge als 
Einheit, so kann man berechnen, wieviel solcher Einheiten auf 1 kg 
Produkt kommen. Fiir den Apfelsinensaft erhalten wir dann ent- 
sprechend: 660 bis 500 bis 330, fiir den Sauerkohlsaft 33,3. 

Offenbar steht der Sauerkohlsaft seiner Aktivitét nach den starksten 
Vitamintragern gegentiber bedeutend zuriick; es ware jedoch falsch, 
die praktische Bedeutung dieses Saftes zu verneinen. Nach der 
Tabelle von Sherman! kann man berechnen, daB, wenn 1 kg Apfel- 
sinensaft 330 bis 600 C-Vitamineinheiten enthalt, 1 Liter Milch 11 bis 
55 Einheiten und nach unseren Befunden der Sauerkohlsaft 33 Ein- 
heiten enthalt, d. h. es ergibt sich ein mittlerer Milchzahlenwert. Die 
Bedeutung der frischen Milch als therapeutisches und prophylaktisches 
Mittel gegen den infantilen Skorbut ist aber schon langst bekannt. 
Wenn wir nun also unsere Betrachtungen auf die praktische Ernahrung 
des Menschen iibertragen, so kénnen wir wohl behaupten, daB dem 
Sauerkohlsaft gleich der Milch eine aktuelle Bedeutung zur Bekampfung 
der C-Avitaminose zukommt. 

Was nun das Ausgangsprodukt — den Sauerkohl anbelangt, so 
muB man bemerken, daB unser Saft nicht die ganze C-Vitaminmenge 
des verkaéuflichen Sauerkohls enthalt; selbstverstandlich muB eine 
bedeutende Vitaminmenge in der Salzlake enthalten sein (wir haben 
sie nicht untersucht); ferner bleibt im Kohlrest selbst nach Auspressen 
des Saftes mit den Handen auch eine gewisse Menge von Vitaminen, 
die wir auf ungefihr 30°, schatzen méchten, da wir bei Benutzung 
der Buchnerschen Presse etwa 70°, erhielten. 

Somit kénnen wir die antiskorbutische Aktivitat des Sauerkohls 
durch 23 Einheiten pro Kilogramm dieses Produkts ohne Salzlake 
bestimmen. Eine solche Wertbestimmung charakterisiert den Sauer- 
kohl zweifellos als einen schwachen Vitamintriger; dieser Umstand 
verringert jedoch keineswegs die Bedeutung dieses Produktes fiir die 
Ernahrung. Der Mensch benutzt nicht selten lange Zeit iiber eine an 
C-Vitaminen arme Nahrung, ohne jedoch an Skorbut zu erkranken, da 
die Empfindlichkeit des menschlichen Organismus fiir C-Avitaminose 
nicht allzu hoch ist. Viele unserer tiblichen Nahrungsmittel verwandeln 
sich beim Kochen in schwache Vitamintrager, wie z. B. Méhren, frischer 
Kohl, Zwiebel, vielleicht auch Beten. Der lange Zeit gekochte frische 
Kohl behalt etwa 5 bis 10°, seines anfainglichen Vitamingehalts; die 
Kartoffel verliert auch beim Kochen bedeutend an Vitamin; trotzdem 


1 Sherman, Chemistry of food and nutrition 1927. 
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beschiitzt uns der Vitamingehalt unserer Speisen véllig vor Skorbut, 
sogar in den Fallen, wenn selten Friichte genossen werden. Der ge- 
siiuerte Kohl per se allein oder in Salaten benutzt, kann den Vergleich 
mit anderen schwachen Vitamintragern vollkommen aushalten, und 
seine antiskorbutische Wirkung ist dementsprechend nicht zu unter- 
schatzen. 


Wir méchten Herrn Prof. Schaternikoff unseren aufrichtigen Dank 
fiir seine stetige Hilfe ausdriicken. 


Zusammenfassung. 


1. Heu und Hafer, die im Autoklaven erhitzt sind, stellen eine 
Grunddiat dar, die bei den Meerschweinchen unbedingt typischen 
Skorbut hervorruft. 

2. Der Zusatz von Sauerkrautsaft zu dieser Grunddiit hemmt die 
Entwicklung des skorbutischen Prozesses; die prophylaktische Dosis 
dieses Saftes betragt 30 ccm, was 5 bis 10°, der Apfelsinensaftaktivitat 
ausmacht. 

3. Nehmen wir als Einheit der C-Vitaminmenge die in der minimalen 
prophylaktischen Dosis eines bestimmten Produktes — enthaltene 
C-Vitaminmenge an, so kénnen wir bestimmen, wieviel solcher Ein- 
heiten in 1 kg dieses Produktes enthalten sind. Falls somit die pro- 
phylaktische Dosis des Apfelsinensaftes 1,5 bis 3,0 ccm betrigt, so 
enthalt I1kg desselben 660 bis 330 Einheiten. 1 kg Sauerkrautsaft 
enthalt dieser Berechnung gemaiB 33 Einheiten und | kg des ver- 
kauflichen Sauerkrauts 26 Einheiten, was innerhalb der Schwankungs- 
grenzen der prophylaktischen Aktivitét von ungekochter Kuhmilch 
(11 bis 15 Einheiten) liegt. 














‘ber die Atmung und Girung von ober- und untergirigen 
Bierhefen. 


Von 
Kurt Trautwein und Josef Wassermann. 


(Aus dem Institut fiir Theoretische Gérungsphysiologie der Technischen 
Hochschule Miinchen in Weihenstephan.) 


(Eingegangen am 7. Oktober 1930.) 


Einleitung. 


Durch die schéne Arbeit von O. Meyerhof! sind wir iiber die Sauer- 
stoffatmung der Hefe, insbesondere tiber die Zusammenhange zwischen 
Atmung und alkoholischer Garung aufgeklart worden. 


Der Autor hat gezeigt, daB die Sauerstoffatmung der Hefe auf die 
alkoholische Vergdrung des Zuckers ebenso einwirkt, wie die Sauerstoff- 
atmung des Muskels von Kalt- und Warmbliitern und wie die von ver- 
schiedenen glykolysierenden Séugetierorganen auf die Milchsduregdrung. 
Hier wie dort werden durch ein oxydiertes Mol Glucose 3 bis 6 Mol Zucker 
vor der Vergairung geschiitzt. Bei den Versuchen Meyerhofs ergab sich, 
daB die Atmungsgr6Ben der einzelnen gepriiften Hefen recht verschieden 
sind. Torula, in denen der Verfasser die Stammeltern der Kulturhefen 
vermutet, verhalt sich hinsichtlich der Milchséurespaltung des Zuckers 
genau’so wie der Muskel von Kalt- und Warmbliitern oder wie das embryo- 
nale Gewebe: die Sauerstoffatmung ist bei der Torula so groB, daB sie den 
unter anaeroben Verhaltnissen erheklichen Spaltungsstoffwechsel der 
alkoholischen Garung fast riickgangig macht, also bei Aerobiose eine Garung 
kaum mehr in Erscheinung tritt. Ahnlich verhalt sich Mykoderma. Bei den 
Brennerethefen ist die Atmungsgr6Be bereits auf die Halfte gesunken, 
wahrend die GarungsgréBe unverandert bleibt. Die Folge davon ist, daB 
die Atmung bei ihnen nicht mehr dazu ausreicht, die ganze Garung zu 
unterdriicken. Es laufen daher hier unter aeroben Bedingungen Atmung 
und Gérung nebeneinander. Auf ein veratmetes Zuckermolekiil werden 
gleichzeitig 2 bis 4 vergoren. Noch mehr ausgepragt ist die Reduktion der 
Atmung bei den Weinhefen wnd den obergdrigen Bierhefen. Hier werden 


1 O. Meyerhof, diese Zeitschr. 162, 41, 1925. 
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bereits auf 1 Mol oxydierten Zuckers 20 bis 50 aerob vergoren. Die 
extremste Stellung nehmen die Brauereiunterhefen ein, bei denen auf ein 
veratmetes Zuckermol 30 bis 80 vergorene treffen. 

Wir haben also eine Stufenleiter von Hefen mit abnehmenden Atmungs- 
gréfen vor uns: Torula (Mykoderma), Brennerei-, oberqdrige und untergdrige 
Brauereihefen. 

Meyerhof glaubt hier einen Zusammenhang mit der phylogenetischen 
Entwicklung der Hefen zu sehen. Dieser Anschauung kénnen wir uns 
vorliufig nicht anschlieBen. Fir eine solche Feststellung waren Unter- 
suchungen auf einer viel breiteren Materialbasis nétig. Der Autor 
geht iibrigens bei seiner Annahme davon aus, daB Torula als die Stamm- 
eltern unserer Kulturhefen anzusehen sind, eine Ansicht, die unserer 
derzeitigen Vorstellung iiber die Phylogenie innerhalb der Familie 
der Saccharomyceten widerspricht. 


Aber eine andere interessante Beobachtung ist an den Me yerhofschen 
Versuchsergebnissen zu machen. Die AtmungsgréBe bzw. das Ver- 
haltnis der Atmungs- zur GarungsgréBe scheint bei, den einzelnen 
Hefen eine Anpassungserscheinung an einen Umweltfaktor, in unserem 
Falle an die Moglichkeit einer mehr oder weniger giinstigen Sauerstoff- 
versorgung der Zelle zu sein. Es kénnte sein, daB Hefen, deren ,,Stand- 
ort eine giinstige Sauerstoffversorgung gewahrleistet, hGhere Atmungs- 
werte aufweisen als solche, die wie Brauereihefe standig unter praktisch 
anaeroben Bedingungen zu leben gezwungen sind. 

Hierfiir finden wir schon bei Meyerhof Anhaltspunkte. So konnte 
er bei PreBhefe eine héhere Atmungsgeschwindigkeit als bei Bierhefe 
feststellen. Das laBt sich dadurch erklaren, daB bei dem heute tiblichen 
PreBhefefabrikationsverfahren das Giargut reichlich geliiftet wird, 
also fiir die heranwachsende Hefe beziiglich der Sauerstoffversorgung 
sehr giinstige Umweltsbedingungen gegeben sind. 


Auch Versuche von Warburg! weisen auf eine solehe Anpassungs- 
erscheinung hin. Durch reichliche Liiftung der Kulturfliissigkeit wihrend 
der Heranzucht einer Hefe konnte dieser Autor einen Typus hervor- 
bringen, dessen AtmungsgréBe bedeutend héher war als die der gleichen 
Hefe, die normal in ruhender Nahrlésung kultiviert worden war. 

Fiir den Géarungsphysiologen liegt es nahe, nach einer solchen 
Anpassung auch bei den ober- und untergdrigen Bierhejen zu forschen. 
Sie ware nicht nur theoretisch von Bedeutung, sondern es wiirde damit 
auch ein erwiinschtes neues, analytisches Kriterium geschaffen werden, 
das die Unterscheidung von Ober- und Unterhefen, die im Laboratorium 
oft schwierig ist, sehr erleichtern wiirde. 


1 O. Warburg, diese Zeitschr. 189, 350, 1927. 
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Die beiden Heferassen unterscheiden sich bekanntlich in ihrem 
Garungsbild dadurch, daB die untergaérigen Hefen sich ausschlieBlich 
im Innern der Garfliissigkeit als sogenannte Bodensatzhefen entwickeln, 
waihrend die obergarigen Rassen im Stadium der Hauptgiérung an die 
Oberfliche des Bieres steigen und dort einige Zeit verweilen, um erst 
spaiter wieder durchzufallen und dann ebenfalls auf dem Boden des 
GargefaBes einen Bodensatz zu bilden. Diese obergairigen Hefen haben 
also immerhin Gelegenheit, sich leichter mit Sauerstoff zu versorgen 
als untergirige, wenn auch der Sauerstoffgehalt der Atmosphare in 
der Umgebung der Oberflache des Bieres wegen der reichlich entbundenen 
Girungskohlensaure klein ist. Demzufolge kann angenommen werden, 
daB die Atmungsgeschwindigkeit obergariger Bierhefen gréBer ist als 
die von untergarigen. 

Meyerhof hat diese beiden Hefen in seinen Versuch eingeschlossen. 
Er konnte jedoch eine solche Steigerung nicht einwandfrei dartun. 
Die von ihm beobachteten Atmungswerte sind schwankend. Er fand 
einmal bei ober-, das andere Mal bei untergarigen Hefen h6here Atmungs- 
werte. Das Ergebnis hangt vielleicht damit zusammen, daB das zu den 
Versuchen verwandte Hefematerial ungeeignet war. Es stammte 
zum Teil aus Brauereibetrieben, ein Umstand, der fiir absolute Reinheit 
eines Stammes keine Gewahr gibt. Das trifft namentlich von der 
obergirigen Rasse zu, von der wir wissen, da} sie meist reichlich mit 
Milchsiurebakterien und untergirig entarteten Hefen durchsetzt 
ist. Dazu kommt, daB die Untersuchungen an Hand von wenigen 
Stimmen, mit einer einzigen obergarigen und zwei untergirigen Hefen 
ausgefiihrt wurden. 


Wir stellten uns daher im folgenden die Aufgabe, an Hand eines 
gréperen Versuchsmaterials von biologischer Reinheit, die Frage zu lésen, 
ob die Atmungsgeschwindigkeit obergdriger Bierhefen gréBer ist als die 
von untergdrigen und ob wir darin eine Rasseeigenschaft zu erblicken 
haben. Bei diesen Untersuchungen mufte sich auch Gelegenheit geben, 
qréferes statistisches Material zu schaffen, das weiteren Einblick in den 
Atmungs- und Gdrungsmechanismus unserer Kulturhefen und in die 
Relation, die zwischen den beiden Energiequellen besteht, vermittelt. 


Versuchsmaterial. 


Zu den Versuchen wurden die nachstehenden 12 obergirigen 


und 10 untergirigen Bierhefen verwendet. Den einzelnen Brauereien, 
die uns das Material zur Verfiigung stellten, sei auch an diesem Ort 
unser Dank zum Ausdruck gebracht. Die den Herkunftsangaben 
beigefiigten Signaturen sind die Bezeichnungen, die spiter bei der 
Darstellung der Versuchsergebnisse benutzt wurden. 
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A, Obergdrige Hefen. 


O. Prii. Herkunft: Brauerei Priiglbrau, L. u. M.Gebler, Augsburg. 
O. Aug. Augsburger Weizenbierbrauerei ,,Goldene Gerste“, 

Augsburg. 
O. Fr. - WeiBbierbrauerei Huber, Freising. 
O. Gr. Herkunft: Brauhaus Garmisch. 
O. In. WeiBbrauhaus Ingolstadt. 
O. La. Karl Wittmann, Brauerei Drdxlmeir, Landshut. 
O. Lech. Weizenbierbrauerei Lechhausen, A. Krauss. 
O. Leob. Brauerei Weberbauer, Leobschiitz. 
O. Ha. Aktiengesellschaft Hackerbriaitu, Miinchen. 
O. Léw. Léwenbrau A.-G., Miinchen. 
O. Ro. - Stadtbrauerei Roth bei Niirnberg. 
O. Vi. ‘a Aktienbrauerei Vilsbiburg Ndb. 

B. Untergdrige Hefen. 

U. B. Herkunft: Hochschulbrauerei Berlin. 
U. D. a Unionbrauerei A. G. Dortmund. 
U. G. Ps Gliickauf-Brauerei Gelsenkirchen. | 
U. R. Bierbrauerei Riebeck u. Co., Leipzig, Stamm R. 
U. Rg. em om - on ee ” ie Ug. 
U. Rk. i om Pn a ie mm Uk. 
U. Sa. * Biirgerliches Brauhaus Saalfeld a. d. 8. Hefe: Reif IT. 
U. Schw. rm Aktiengesellschaft Schwabenbrau, Diisseldorf, Rasse A. 
U. St. Brauerei Sternburg, G.m.b. H., Liitzschena. 
U.W. Staatsbrauerei Weihenstephan, Stamm R. 


Aus den uns eingesandten Betriebshefen wurden Einzellkulturen 
angelegt, deren Nachkommenschaft vermehrt und in heller Bierwiirze 
von 10°, Extraktgehalt bei etwa 22° fortgeziichtet wurde. 


Besonderes Augenmerk richteten wir auf den gleichen physio 
logischen Zustand der zum Versuch jeweils verwendeten Hefen. Durch 
orientierende Versuche zeigte es sich, daB die Atmungsgeschwindigkeit 
vom Alter der Kultur abhangig ist. Die Erscheinung ist einerseits 
auf innere Ursachen zuriickzufiihren, andererseits aber auf die Tatsache, 
da8 in alteren Kulturen schon ein betrachtlicher Teil der Zellen ab- 
gestorben ist. Jede Hefeprobe wurde daher vor dem Versuch auf die 
Anzahl der vorhandenen toten Zellen mittels der bekannten Methylen- 
blauprobe geprift. Die Probe, deren Zuverlissigkeit in der letzten 
Zeit mehrfach angezweifelt wurde, reicht fiir vorliegenden Zweck aus. 
Kulturen, in denen mehr als 5°,, tote Zellen festgestellt waren, wurden 
vom Versuch ausgeschlossen. Unter Beriicksichtigung der Ernte und 
des physiologischen Zustandes erwiesen sich dreitagige Kulturen am 
vorteilhaftesten und so wurden alle Versuche mit solechem Material 
durchgefiihrt. 


9* 











132 K. Trautwein u. J. Wassermann: 


Methodik. 


Die Atmung kam durch die bekannten Barcroft-Manometer zur Messung. 
In vielen Fallen wurde gleichzeitig die Garungsgeschwindigkeit festgestellt. 
Dieses geschah dann durch dasselbe Geriit. 

Das Hefematerial wurde in folgender Weise hergerichtet. Unmittelbar 
vor dem Versuch wurde das Bier von dem Hefebodensatz des Kultur- 
geféBes abgegossen, der Bodensatz zentrifugiert und das gewonnene Zentri- 
fugat in 0,75 %iger Monokaliumphosphatlésung durch weiteres Zentri- 
fugieren dreimal gewaschen. Das so gewonnene Material wurde wiederum 
in Phosphatlésung aufgeschwemmt bzw. damit entsprechend verdiinnt. 
Von dieser Aufschwemmung wurde 1 ccm in die Atmungsgliaser gebracht, 
zu der nachher die gleiche Menge 10 %iger Saccharoselésung (der Zucker 
war in 0,75 °%iger Monokaliumphosphatlésung gelést) hinzugetiigt wurde. 
Die Versuche fanden also in 5 %iger Zuckerphosphatlésung statt. 10 ¢em 
obiger Aufschwemmung wurden zur Bestimmung der Trockensubstanz 
der verwendeten Hefe benutzt, wobei natiirlich der Phosphatgehalt des 
Suspensionsmittels zu beriicksichtigen war. Als Atmungsgliiser wurde das 
Modell benutzt, das in C. Oppenheimer und L. Pincussen, Die Methodik der 
Fermente, Leipzig 1928, S. 637, unter Abb. 305 dargestellt ist. Sie hatten 
einen Inhalt von 16 bis 18 cem. 

Bei den Atmungsversuchen kamen in das Bodengefi8 und in den 
birnenférmigen seitlichen Ansatz fiir die Absorption der Garungs- und 
Atmungskohlensaéure je 0,2 cem einer 5°,igen Kalilauge. 


Tabelle I. 





: In einer Stunde werden in emm 0» 
Bezeichnung der verbraucht von der 


verwendeten Hefe 


einfachen Hefemenge doppelten Hefemenge 


O. Fr. 24,0 51,8 


O. Leob. 17,7 23.8 
U.D. 18,7 32,0 
U. B. 4.9 8,6 


Wir haben uns iiberzeugt, daB diese Anordnung geniigt. um die ent- 
stehenden verhiltnismaBig groBen Mengen von Géarungskohlensaéure zu 
absorbieren, indem wir eine ganze Versuchsreihe mit der einfachen und 
doppelten Hefemenge bei gleicher Kalilaugemenge durchgefiihrt haben. 
Die Absorption ist sicher gestellt, wermn auch die von der doppelten Hefe- 
menge erzeugte Kobijensiuremenge restlos verschwand, was durch einen 
doppelten Sauerstoffverbrauch angezeigt werden muBte (siehe Tabelle I 
und Protokolle 1, 3, 4, 5, 7, 8, 10, 12, 13, 14, 16, 18, 19, 21, 22). Die GefaBe 
einschlieBlich der Versuchsfliissigkeit wurden bei einem Teil der Versuche 
mit Sauerstoff gesattigt, um die Gewaihr zu haben, daB immer genitigend 
von dem Gas zur Atmung vorhanden war. Vergleichende Versuche (siehe 
Tabelle II) haben jedoch gezeigt, daB diese VorsichtsmaBregel nicht nétig 
ist, da bei der vorhandenen Atmungsgeschwindigkeit und bei den an- 
gewendeten Versuchszeiten der Sauerstoffgehalt der atmospharischen 
Luft vollauf geniigt. 

Die oben angegebene Hefephosphataufschwemmung wurde gefiibls- 
gemaB so dosiert, daB die zu einem Versuch angewandte Menge von 1 cem 
meist 1 bis 2 mg Hefetrockensubstanz enthielt. 
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Tabelle II. 





; In einer Stunde werden von Img Hefe 
Bezeichnung der (Trockensubstanz) in emm Oy veratmet 


Differenz 
verwendeten Hefe ar —. _ . ; 


in Og-Atmosphare in Luft 
O. Fr. 26,9 26,3 3,6 
O. Gar. 6.4 6,6 0,2 
O. La. 27,6 23,9 3,7 
U.B. 5.8 6,2 0,4 
U.D. 17,1 17,2 0,1 
U. G. 15,7 12,7 3,0 


Die Versuche wurden bei einer Temperatur von 28° (+- 0,05°) in einem 
Warburgschen Wasserthermostaten mit Schiittelvorrichtung ausgeftihrt. 
Die Schiittelgeschwindigkeit betrug pro Minute 80 bis 100 D pp: lexkursionen 
von 5 bis 6cm. Mit den Ablesungen, die alle 30 Minuten erfolgten, wurde 
begonnen, wenn die Manometerausschliige in zwei aufeinanderfolgenden 
15 Minuten gleich waren, also die Sicherheit bestand, da das Temperatur- 
und Absorptionsgleichgewicht innerhalb der Versuchskélbchen eingetreten 
war. Ein Versuch erstreckte zich jeweils auf 144 bis 2 Stunden. Wahrend 
dieser Zeit war, wie aus allen Ablesungen hervorging, eine schidigende 
Beeinflussung des Atmungsapparats der Zellen nicht zu befiirchten. Da 
die verwendete Suspensionstliissigkeit fiir das Wachstum der Hefen nicht 
giinstig war, trat auch in dieser Zeitspanne keine Vermehrung der Zellen 
auf, wodurch die Ergebnisse hatten verfalscht werden kénnen. Wir konnten 
uns davon itiberzeugen, in dem wir in einigen Fallen die Zahl der Zellen 
vor und nach einem Versuch in bekannter Weise mittels einer Zihlkammet 
feststellten (siehe Tabelle ITT). 


Tabelle Ill. 





In leem Hefeaufschwemmung 
sind Hefezellen enthalten 


Urspriinglich. . . . . . 10 690 090 
Nach 2'/,Std. ..... 9 709 000 
ae ee 10 309 000 


In den Fallen, wo die Girung zu messen war, trat an Stelle von Kali- 
lauge die gleiche Menge Phosphat lésung, und in die GefaéBe samt Fliissigkeit 
wurde gewaschene Kohlensi&ure, die einem Kippapparat entnommen war, 
bis zur Saéttigung eingeleitet. Das letzte war nétig, damit auch die ersten 
Mengen der gebildeten Kohlensiure nicht durch Lésung in den Fliissig- 
keiten der Messung entgehen und dann, um anaerobe Verhiiltnisse zu 
schatfen, die nur Garung und keine Atmung zulieBen. 

Im iibrigen ist die Methode der Messung von Atmung und Garung mittels 
der Barcroftschen Manometer so bekannt, da nicht weiter darauf einzugehen 
ist. Nur auf einen Punkt soll hingewiesen werden. Vor Inbetriebnahme eine! 
neuen Apparatur ist es sehr zweckmaBig, sich zu iiberzeugen, ob alle Schliffe. 
Manometer usw. intakt sind. Das geschieht durch einen Leerversuch mit 
angeteuchteten AtmungsgetéBen, bei dem man die Temperatur des Wasser- 
bads allmahlich hinautheizt. Ist alles in Ordnung, dann miissen die Mano 
meterausschlige aller Garnituren den gleichen Ausschlag in Millimeter 
geben, denn der Druck, in Millimetern gemessen, ist nur abhangig von det 
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Temperatur und dem Barometerstand, dagegen unabhingig von den 
einzelnen Volumen der GefaBe. 

Beweis. 1. Ist v das Gasvolumen des Atmungskélbchens, h die Er- 
héhung des Manometerst andes in Millimeter Sperrfliissigkeit nach Steigerung 
der Wasserbadtemperatur um f°, 10000mm der Normaldruck in Sperr- 
fliissigkeit, so ist 

h.v 
- 
t 10 000 
die Volumenzunahme, hervorgerufen durch Steigerung der Temperatur um ?°. 
2. Andererseits gilt nach dem Gay-Lussacschen Gesetz 
_ __ wat.b 
"t ~~ 10.000 
(wobei b = Barometerstand in Millimeter Sperrfliissigkeit ). 
3. Aus 1. und 2. folgt: 
ne... ©2689 
10 000 10 000 


oder 
h=at.b. 


Obiger Versuch ist auch gleichzeitig eine Probe darauf, ob die Riihrung 
im Wasserbad hinreichend ist bzw. ob an allen Stellen des Bades die gleiche 
Temperatur herrscht. 

Die Versuche. 

Bei vergleichenden Arbeiten unserer Art liegt die gefahrlichste 
Fehlerquelle in der Beschaffenheit des Versuchsmaterials. Man muB 
die Gewahr haben, daB dieses wirklich unter sich vergleichbar ist, 
d. h. daB es sich zur Zeit des Versuchs in bezug auf die zu untersuchenden 
Eigenschaften im gleichen physiologischen Zustand befindet. Wie wir 
diesen Zustand zu erreichen suchten, wurde schon friither angegeben. 
Es muB nun noch gezeigt werden, daB diese getroffenen MaBnahmen 
wirklich hinreichend waren. Wir sehen einen Beweis dafiir darin, dab 
ein und dieselbe Hefe, zu verschiedenen Zeiten unter denselben Be- 
dingungen untersucht, dieselbe physiologische Eigenschaft, in unserem 
Falle dieselbe Atmungs- und Garungsgeschwindigkeit aufweist. Dab 
dieses Postulat bei unseren Versuchen praktisch erfillt wurde, dariiber 
gibt Tabelle IV AufschluB. Obwohl also Zeitintervalle von 29 bis 
72 Tagen zwischen den einzelnen Versuchen lagen, sehen wir, daB die 
Werte von O, und CO, gut tibereinstimmen. 

Eine andere Erscheinung, die uns erst nachtraglich zu Hilfe kam, 
beweist gleichfalls die Zulassigkeit der Vergleichbarkeit der einzelnen 
Befunde in Riicksicht auf den physiologischen Zustand des Materials. 
Wir erfuhren erst nach AbschluB unserer Versuche, daB die Hefen O. In., 
O. Ro. und O. Vi identisch waren, da die Brauereien, von denen wir die 
Hefen O. Ro und O. Vi. erhielten, diese friiher von der Brauerei Ingol- 
stadt bezogen hatten. Obwoh] also die Hefen in verschiedenen Brauereien 
unter sicher verschiedenen Bedingungen Verwendung fanden, zeigten 
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Tabelle IV. 





In einer Stunde werden von Img 
Zeitintervall Hefe (Trockensubstanz) «mm 
in Tagen — 
Og veratmet CO, gebildet 


Bezeichnung der 


verwendeten Hefe Versuchstag 


ote 6. Vi 29 249 4013 
0.10. 28. Iv. 45 3 3137 
0. Lech. 29. Iv. 72 a 784 
UG. 5. VI. 29 137 352.5 
U. Rk. = to 44 162 3059 
U.B. 4 45 80 3150 


sie, nachdem sie bei uns neu aus einer Einzellkultur herangeziichtet 
und in einem weiteren Verfahren gleichartig behandelt worden 
waren, annihernd dieselben Atmungs- und GarungsgréBen (siehe 
Tabelle V). 

Da in manchen obergirigen Brauereien auch untergirige Hefen 
unter den Bedingungen obergiariger Bierherstellung gefiihrt werden, 
war es auch notwendig, die einzelnen Oberhefen auf ihren tatsachlichen 
obergarigen Charakter zu untersuchen. Wir bedienten uns dabei 
folgender Merkmale: Fehlen der Melibiosegirung, Deckenbildung in 
40 cem hohen Glasréhren von 4cem Durchmesser, sparrige SproBverbinde, 
mangelnde Agglutination (Bruchbildung). Die Ergebnisse dieser Unter- 
suchungen sind gleichfalls in Tabelle V enthalten. Ein ,,+‘ besagt, 
daB die betreffende Hefe die zu fordernde Eigenschaft besitzt. Obwohl 
man Unterhefe schon verhaltnismaBig leicht am Garbild des Kultur- 
kélbchens, vor allem am festen Bodensatz erkennen kann, haben wir 
der Vorsicht halber auch mit ihnen die Probe auf Vergérung von 
Melibiose gemacht. 

Wenn wir das Ergebnis dieser letzten Untersuchungen vorweg- 
nehmen, so ist festzustellen, daB simtliche Unterhefen die von ihnen 
zu verlangenden Merkmale aufweisen. Das gleiche gilt von der Mehrzah] 
der Oberhefen. Nur in drei Fallen sind hier Abweichungen von der 
Norm festzustellen. Vor allem fallen die Hefen O. Gar. und O. Léw. 
auf, die von den zu verlangenden Eigenschaften nur die ,,mangelnde 
Vergirung von Melibiose“ besitzen, wihrend die Rasse O. Aug. lediglich 
beziiglich SproBverbandbildung und Agglutination nicht entspricht. 
Wir werden sehen, daB O. Aug. und O. Gar. interessanterweise auch 
bei der Bestimmung der Atmungsgréfen aus der Reihe fallen. Es liegen 
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Tabelle V. 





Voi do Meli- Decken- SproB- Agglu- Proto- 


Hefestamm ) Qo. Vo. ; lie Oo. 4 
2 2 %, gurung bildung verband tination  koll-Nr. 


a) Obergarige Hefen. 


0. Prii. 22.6 315,1 13.9 + + + + 1 
O. Aug. (48,3) 315,1 (6,5) + : -- ~- 2 
O. Fr. 24.0 287,7 12.0 4 rs 3 
0. Gar. (7,3) 242.6 (33,2) ao — a 4 
0. In. 23,9 309,8 12,2 “b + + + 5 
0. La. 25,3 399.5 15,8 + + + + 6 
O. Lech. 23,2 809.8 12.9 4- + } = 7 
0. Leob. 19,0 218,4 11,5 + + + + 8 
O. Ha. 19,8 290,3 14.6 4 + + 9 
O. Low. 19,4 241.8 12,5 _ oo 10 
0. Ro. 24.3 273.2 11,2 oa + + + 11 
0. Vi. 21.6 266,3 12,3 oS t ot t 12 
Mittel: 22,3 
b) Untergarige Hefen. 
U.B. 5.3 217,1 49.9 oe 13 
U. D. 16,4 2191 | 13,4 a 14 
U.G. 13,9 251,3 18.0 de 15 
U.R. 12.3 229.8 18,7 + 16 
U. Rg. 16,3 212.5 13,0 + 17 
U. Rk. 17,2 216.8 12.6 a 18 
U. Sa. 6,6 231.0 | 35.0 “4. 19 
U.Schw. 10,0 243.8 24.4 + 20 
U. St. 14,5 235,1 | 16,2 + 21 
U.W. 13,8 2248 | 163 + 22 


Mittel: 12,6 


also in diesen beiden Fallen sichtlich atypische Oberhefen vor. Der 
Stamm 0. Léw. scheint eine Ubergangsform zwischen Ober- und Unter- 
hefen zu sein. Das ging auch daraus hervor, dab er im Garkélbchen 
gleich Unterhefen einen festen Bodensatz bildete und seine Atmungs- 
gréBe sich mehr der von Unterhefen nahert. 


Die Ergebnisse der Atmungs- und Girungsversuche. 
(Tabelle V.) 

Nach einem Vorschlag von Warburg sind die Atmungsgeschwindig- 
keiten der einzelnen Hefen in Qo,, die Garungsgeschwindigkeiten 
in Yeo; angegeben. Man versteht unter diesen Quotienten die Kubik- 
millimeter Gas, die pro Milligramm Trockensubstanz und Stunde 
veratmet bzw. durch Garung erzeugt werden. Die angegebenen Werte 
von Qoo, und Yo, stellen Durchschnittswerte einer Reihe von Werten, 
meistens von zwei bis vier dar, die in Parallelversuchen, die zum Teil 
zeitlich langer auseinander lagen, gefunden wurden. In den im Anhang 
angefiihrten Protokollen finden sich die Belege iiber diese der Berechnung 
zugrunde liegenden Versuchsserien. 
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Wir haben auch die Quotienten Qo, /Qo, berechnet, die uns 
unter der Voraussetzung, daB der Atmungsquotient gleich Eins ist, 
angeben, wieviel Volumina Géarungskohlenséiure auf ein Volumen 
Atmungskohlensaure erzeugt werden. 

Wir sehen, daB die Atmungsgeschwindigkeiten saimtlicher ober- 
giriger Bierhefen, mit Ausnahme des oben schon als anormal sich 
kennzeichnenden Stammes QO. Gar., betrichtlich héher sind als die 
der untergirigen. Die Qo,-Werte liegen bei den Oberhefen, wenn 
wir den extremen Wert der uns gleichfalls schon als atypisch 
bekannten Hefe O. Aug. auBer acht lassen, zwischen 19,0 und 25,3, 
bei den Unterhefen zwischen 5,3 und 17,2. Selbst der niedrigste Wert 
bei den Oberhefen ist noch um 10°, héher als der héchste bei den 
Unterhefen. Noch augenscheinlicher tritt uns der Unterschied entgegen, 
wenn wir die Mittelwerte 22,3 und 12,6 miteinander vergleichen. Wir 
finden dann bei den obergarigen Stémmen eine Steigerung der Atmungs- 


yn oO 


tdtigkeit um 77°. 


Auffallend ist bei den Oberhefen die gute Ubereinstimmung der 
einzelnen Werte untereinander, die darauf hinweist, daB wir in der 
Atmungsgeschwindigkeit ein charakteristisches physiologisches Merkmal 
vor uns haben. Bei den Unterhefen sind die entsprechenden Hefen 
untereinander nicht so einheitlich. Ob hierin eine Eigenart der Hefen 
zu sehen ist, laBt sich vorliufig nicht feststellen. Es ist das denkbar, 
weil die Unterhefen viel mehr als die Oberhefen seit Jahren systematisch 
auf bestimmte Eigenschaften in den verschiedensten Brauereien ge- 
ziichtet werden, was eine gréBere Variabilitat der Stémme zur Folge 
haben kann. 

Von Interesse ist es noch, unsere Werte mit denen von Meyerho/ 
zu vergleichen. Dieser fand fiir Qo, : 


a) bei Oberhefe 15,0 b) bei Unterhefe 7,8 
27,4 7,8 

15,8 7,8 

12,0 14.3 

12,4 


Seine Werte sind also niedriger als die unsrigen. Das trifft auch, 
wie wir noch sehen werden, fiir die Qp»,-Werte zu. Worauf diese Er- 
scheinung zuriickzufiihren ist, laBt sich nicht sicher feststellen. Wir 
vermuten, daB vielleicht von dem Autor fiir die Ziichtung und Be- 
handlung der Versuchshefen nicht die giinstigsten Bedingungen getroffen 
worden sind. 


Betrachten wir die Qoo,-Werte, so finden wir, daB die Gar- 
geschwindigkeiten der Oberhefen durchschnittlich héher sind als die der 
Unterhefen. Bei ersteren schwanken sie zwischen 218,4 und 399.5, 
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also innerhalb ziemlich weiter Grenzen, wahrend sie sich bei letzteren 
nur innerhalb der GréBen 212,5 und 251,3 bewegen. 

Eine Tatsache ist hier besonders auffallig. Wir sehen bei den meisten 
Hefen, namentlich innerhalb der Reihe der Oberhefen, da®B hohen 
Qco,-Werten auch hohe Qo,-Werte entsprechen, so dab infolgedessen 
die Quotienten Yoo, /Yo, in gewissen Grenzen eine konstante GréBe, 
die bei etwa 13 liegt, darstellen. Hefen, die eine hohe Garungs- 
geschwindigkeit haben, besitzen also auch eine hohe Atmungs- 
geschwindigkeit. Dieses Ergebnis war nicht zu erwarten. Man muBte 
im Gegenteil annehmen, daB bei Zellen, die ihren Energiebedarf in 
héherem MaBe auf dem Wege der kalorienreicheren Atmung zu decken 
vermégen, im selben MaBe das Garungsvermégen reduziert ist. Das 
wirde ein 6konomisches Prinzip, wenn es in der Zelle vorhanden ware, 
erheischen. 

Allerdings haben wir die Gaérung nur unter anaeroben Bedingungen 
gemessen, also nicht beobachten kénnen, wie weit die Garung bei gleich- 
zeitiger Atmung zuriickgeht. Allein der Unterschied der CO,-Werte bei 
Aerobiose und Anaerobiose ist bei der Bierhefe erfahrung: gemiB so gering, 
daB er an dem obigen Ergebnis praktisch nichts zu andern vermag. Nach- 
folgende Aufstellung, der eigene orientierende Versuche zugrunde liegen, 
mag Aufschlu8 dariiber geben, um welch kleine GréBen es sich dabei handelt. 
Von ein und derselben Hefemenge wurden Kubikmillimeter CO, in gleichen 
Zeiten gebildet : 





Bei 


Bei Aerobiose Anasrobiose Differenz 
306,90 313,7 7,7 
267.9 278,4 11, 
235,4 248.2 12,8 


Es ist hervorzuheben, daB obiges Ergebnis nicht in Widerspruch 
zu stehen braucht mit der Giiltigkeit des Meyerhofschen Quotienten 
bei Hefen: 

Vor der Spaltung bewahrte Zuckermolekiile 


= 3 bis 6, 








Oxydierte Zuckermolekiile 
denn diese GesetzmaBigkeit ist unabhangig von dem _  Verhaltnis 
GarungsgréBe zu AtmungsgréBe. Wir werden in einer spateren Ver- 
6ffentliciung Gelegenheit nelimen, auf die hier aufgezeigten Verhalt- 
nisse zuriickzukommen. 


Wir haben unter der Annahme, daB der respiratorische Quotient 
bei Hefen gleich Eins, also fiir 1 emm veratmeten Sauerstoffes 1 emm 
Atmungskohlenséure zu setzen ist, aus den gefundenen Kohlenséure- 
werten die veratmeten bzw. vergorenen Zuckermengen berechnet. 
Wir setzten dabei fiir 1 cmm Garungskohlensaure 0,004 mg und fiir 
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1 emm Atmungskohlensaure 0,00133 mg Zucker. Die Ergebnisse dieser 
Berechnung sind in Tabelle VI, Stab 1 bis 4 zusammengestellt. 


Tabelle VI. 





Zucker wurde 


pro 1 mg Hefe Von dem ver- Stunden- Stunden- 


Summe__ Es treffen vom 


(Tecskenaubat ) ~~~ — — von Gesamtenergie- 
Hefe- in 1 Std. in mg A Gu - Atmungs- umsatz auf 
Gees f —— || ss Atm’ | Garung oad 
ver- ver- fiir 1g fiir 1g Garungs- 
ver- ver- Hefe (Tr.) Hefe(Tr.) ~ : . 
atmet yoren -; : energie Atmung Girung 
atmet goren 0 a in cal/g , in cal/g oe Atneng) © - ne 
iT) 0 "lo lo 


a) Obergarige Hefen. 


O. Pra. | 0,039 | 1,269 2 98 112.5 | 184.0 2965 38 62 
O. Aug. | (9,065) (1.260) (5) (95) (243.8) (184,0) (427.8) (57) (43) 
O. Fr. 0,032 1,158 3 97 120,0 | 1691 289.1 42 58 
O. Gar. | (0,919) (0,970) (1) (99) ( 37,5) | (141,6) (178,6) (16) (84) 
O. In. | 0,982 1,239 3 97 129.9 180.9 300.9 40 60 
O. La. 0,034 | 1,598 2 98 127.5 | 2323 3598 36 64 
O. Lech.) 0,031 | 1,203 3 97 116.2 1756 2918 40 60 
O. Leob. 0,925 | 0,874 3 97 93,8 1276 2214 42 58 
O. Ha. 0,026 1,161 3 97 97.5 169,55 267,09 387 63 
O. Low. | 0,926 0,967 3 97 97.5 | 141.2 2387 41 59 
O. Ro. || 0,082 1,093 3 97 120.0 159.6 2796 43 57 


O. Vi. 0,029 1,065 3 97 88.8 1555 2443 37 63 
Mittel: 1994 | 1695 2789 396 604 


b) Untergirige Hefen. 


99 26,3 | 126,7 | 152.0 | 17 83 
97 82,5 | 127.9  210,0 | 39 61 
98 67,5 146.7 214.2 31 69 
98 60,0 1344 1944 31 69 
97 82.5 1241 2060 40 69 
| 97 86.3 1266 2129 | 49 60 
99 33,8 1349 1687 20 80 
98 488 1424 191.2 26 74 
98 71,3 | 187,2 | 2085 || 39 61 
98 67.5 131,33 1988 34 66 
7 


( 
Mittel: 62, 133.2 195.7 31,7 683 


= 3 0,097 0,868 
.~ 0,022 0,876 
. G. 0.018 | 1,005 
J. R. 0.016 0919 
. Rg. 0.022 0,850 
J. Rk. 0.023 | 0,867 
. Sa. 0,099 | 0,924 
J. Sehw. 0,013 | 0975 
St. 0,919 0,949 
1. WT. 0,018 0,899 


WNW KF wOwNMnNwwore 


ee 





Es tritt uns hier wieder eine iiberraschende Ubereinstimmung 
unter den einzelnen Hefestimmen entgegen, die besonders in die Augen 
springt, wenn wir die dargestellten Prozentzahlen miteinander ver, 
gleichen. Wir sehen, daB von dem gesaraten dissimilierten Zucker 
mit groBer RegelmaBigkeit 2 bis 3 ',, auf die Atmung bzw. 98 bis 97°, 
auf die Garung treffen. Ober- und untergirige Hefen verhalten sich 
gleich. 

Es muBte von Interesse sein, auch die durch Veratmung und Ver- 
girung jeweils freigewordenen Energien zu erfahren und miteinander 
zu vergleichen. Obwohl Rohrzucker in unseren Versuchen angewandt 
wurde, legten wir der kalorischen Berechnung die Werte von Glucose 
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bzw. Fructose zugrunde. Wir gingen dabei von der Uberlegung aus, 
daB der Angriff der Atmung bzw. Garung nicht am Disaccharid, sondern 
nach dessen fermentativer Spaltung afi den beiden Monosen erfolgt. 
DemgemaB setzten wir fiir 1g veratmeten und vergorenen Zuckers 
3750 bzw. 146 Calorien. 

Die Energieberechnungen sind in Tabelle VI, Stab 5 bis 9 wieder- 
gegeben: 

Die Gesamtenergien, die in einer Stunde von 1 g Oberhefe (Trocken- 
substanz) durch Atmung und Giarung erzeugt werden, liegen bei Ober- 
hefen zwischen 221,4 und 359,8 und betragen im Mittel 279 Cal. Die 
entsprechenden Werte bei Unterhefen sind 152,0 und 214,2 bzw. 196. 
Der energetische Stoffwechsel der Oberhefen ist also im Durchschnitt 
um 42°, héher als der von Unterhefen. 

Von den Gesamtenergien treffen bei den obergarigen Stammen 
im Mittel 40°, auf Atmung und 60°, auf Garung, bei den untergirigen 
32°, auf Atmung und 68 ”,, auf Garung. Bei den Unterhefen scheint 
der Garungsanteil etwas héher zu liegen. 

Beachtenswert ist der Befund, daB im Energiehaushalt der Hefen 
die Atmung eine gréBere Rolle spielt, als man schlechthin anzunehmen 
geneigt ist. Die durch die unscheinbare Atmung gewonnenen Energien 
stehen wenig zuriick hinter den durch Garung erzeugten. 

Es ist lehrreich, unsere Energiewerte aus Atmung mit solchen 
anderer Organismen zu vergleichen. Der Energieverbrauch bei Tieren 
wird gewohnlich auf 1kg Lebendgewicht und 24 Stunden bezogen. 
Nach Rubner! betrigt er bei: 





Umsatz pro kg 


Gewicht bei 15° 

kg kg Cal. 

Wee. ww a iN 450 11,1 
Mensch. ... . | 70 30.0 
IS SOX ky-8 29 45,9 
Saugling ails 4 80,6 
/ rea 0,020 210,0 


Nehmen wir an, daB die Dichte des Protoplasmas bei Hefe und 
den erwaihnten Saugetieren gleich ist, und da® ferner der Wasser- 
gehalt der Hefen im Durchschnitt 20°, betragt, so errechnen sich aus 
den Mittelwerten der Tabelle VI 

fiir Oberhefe pro Kilogramm und 24 Stunden 525,1 kg Cal. 
Unterhefe _,, = » 24 va 309,0 ..,, 


1 M. Rubner, Die Ernihrungsphysiologie der Hefezelle bei alkoholischer 
Garung, Leipzig 1913. 
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Allein aus der Atmung ist also der Energieverbrauch beispiels- 
weise bei Oberhefen rund 17 mal héher als beim Menschen. 

Unsere Zahlen beruhen auf Versuchen bei 28°, sie wiirden sich 
noch um ein Betrachtliches erhéhen, wenn wir bei unseren Versuchen 
die Temperatur der Warmbliiter angewandt hatten. 

Energieberechnungen bei Hefen hat schon Rubner! ausgefiihrt. Er 
bediente sich dabei eines von ihm angegebenen Mikrokalorimeters, bei 
dem die bei Gdrung auftretende Wiarme direkt gemessen wurde. Er fand 
als Durchschnitt einer Reihe von Messungen fiir | g frische Hefe (,,Doppel- 
hefe“‘) wahrscheinlich obergirige Backereihefe) und 24 Stunden bei 30° 
771,8 cal/g. Rechnet man seinen Wert auf Trockengewicht (20°) und 
eine Stunde um, so findet man 160 cal/g, eine GréBe, die praktisch mit 
der von uns bei Gairung von Oberhefen gefundenen identisch ist. 


Zusammenfassung. 


Von zwoélf obergirigen und zehn untergirigen Bierhefen wurde 
durch manometrische Messung nach Barcroft die Atmungs- und Garungs- 
geschwindigkeit untersucht. 

Es zeigte sich, daB die Atmungsgeschwindigkeiten der Oberhefen 
durchschnittlich 77°, héher ist als die der Unterhefen. Die gesteigerte 
Atmungstatigkeit ist eine Rasseneigentiimlichkeit, die woh] auf eine An- 
passung an einen Umweltsfaktor zuriickzufiihren ist. Obergirige Hefen 
steigen nimlich wahrend des Garaktes an die Oberfliche der Fliissigkeit 
und haben daher die Méplichkeit, sich leichter mit Sauerstoff zu ver- 
sorgen bzw. sich an eine aerobe Lebensweise anzupassen als untergirige. 

Merkwiirdig ist die Erscheinung, da sowohl bei den unter- als 
auch bei den obergirigen Hefen mit der Steigerung der Atmung auch 
eine solche der Garung einhergeht, so daB das Verhiltnis Garungs- 
geschwindigkeit zu Atmungsgeschwindigkeit einen konstanten Wert 
darstellt. Eine gesteigerte Atmungsfaihigkeit hat also hier nicht ein 
Zuriickdrangen der ,,unwirtschaftlicheren“’ Garung zur Folge. 

Von dem gesamten dissimilierten Zucker werden von beiden Hefen 
mit groBer RegelmaBigkeit 2 bis 3°, veratmet und 98 bis 97°, vergoren. 

Errechnet man aus den beobachteten Atmungs- und Garungs- 
werten die Energien, so findet man, daB der Gesamtstoffwechsel bei 
Oberhefen um 42”, lebhafter ist als bei Unterhefer\. 

Von den erzeugten Gesamtenergien treffen bei den obergirigen 
Hefen 40°, auf Atmung und 60°, auf Garung, bei den untergirigen 
sind die entsprechenden Zahlen 32 und 68°... Die durch die unscheinbare 
Atmung gewonnenen Energien bleiben also wenig hinter denen der 
Garung zuriick, und sie sind auf die gleiche Einheit bezogen, um ein 
Vielfaches héher als beim Menschen und den iibrigen Warmbliitern. 


1 M. Rubmner, 1. c. 








142 K. Trautwein u. J. Wassermann: 


Anhang. 
Versuchsprotokoll 1. 
Hefe O. Prii., Herkunft Brauerei Priiglbriiu, ZL. u. 


M. Gebler, Augsburg. 





rs emm Op» Vo, emm O02 Yo, emm CO, Vo0, 
1. Versuch am 31. III. 1930. Hefemenge 0,4 bzw. 0,8* mg. 
* nd 
30 2,7 6,4 
5,4 8,6 
60 8,1 23,5 | 15,0 22,4 
4,0 9,3 
90 12,1 24,3 
2. Versuch am 28. IV. 1930. Hefemenge 1,2 bzw. 2,4* mg. 
3068 86 182,7 
14,2 27,0 | 201,9 | 
60 21,0 45,6 384,6 | 
12,8 22.5 22.6 20,7 186,5 | 301,6 
90 33,8 68,2 571,1 | 
13,5 152,7 | 
120 47,3 723,8 
3. Versuch am 21. VII. 1930. Hefemenge 1,3 mg. 
30 |) 10,8 | 218.6 | 
14,1 | 241,3 
60 24,9 459,9 | 
17,5 23,1 | 222.4  328,5 
90 42.4 682.3 | 
13,4 171,7 


120 55,8 


Versuchsprotokoll 2. 


854,0 


Hefe O. Aug., Herkunft Augsburger Weizenbierbrauerei ,,Goldene Gerste“, 





Augsburg. 

Nach “ : ' : . ( 
Min. emm Og Yo, emm Og AF Yo emm CO, UCO, 
1. Versuch am 4. VII. 1930. Hefemenge 1,2 mg. 

30 | 20,0 190,8 
i 26,2 201,9 
60 | 46,2 392.7 
29,7 48,6 191,1  323,5 
90 || 75,9 583,8 
31,7 196,7 
120 107,6 780,5 
2. Versuch am 21. VII. 1930. Hefemenge 2,0 mg. 
30 34,5 | 303,2 
37,9 309,3 
60 72,4 612.5 
43,9 48,0 319,3 306.6 
90 116,3 931,8 
62,2 295.5 


am 


120 178,5 
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Versuchsprotokoll 3. 
Hefe O. Fr., Herkunft WeiBbierbrauerei Huber, Freising. 

"Nach ‘ ¢ - ( ' . ( 
Min. emm Og, U0. emm Og vt oy emm CO, #COs 
1. Versuch am 31. IIL. 1930. Hefemenge 0,3 bzw. 0,6* mg. 

* * 

30 0,7 2.5 

3.4 9,4 
69 4,1 11.9 

4,0 24.0 6,3 25,9 
90 8,1 18,2 

3,4 + 
120 11,5 25,9 

2. Versuch am 1. IV. 1930. Hefemenge 0,3 bzw. 0,6* mg. 
* * 

30 i3 2,1 34,5 

2,7 69 45,4 
60 4.0 9,0 79,9 284,5 

3,4 19,4 7,6 21,4 39,9 
90 7,4 16,6 119,8 

2,7 4.8 
120 10,1 21,4 

3. Versuch am 14. VI. 1930. Hefemenge 1,1 mg. 

30 13,4 13,1 187,1 

12,8 14,5 154,3 
60 26,2 26,9 27,6 26,3 341.4 290,9 

16,8 14,5 138,6 
90 43,0 42,1 480,0 

Versuchsprotokoll 4. 
Hefe O. Gar., Herkunft Brauhaus Garmisch. 

Nach mm 0. Q : ( ; Q.. 
Min. ( 2 O» emm Oy, ¥O, emm Og A} Os 
1. Versuch am 2. V. 1930. Hefemenge 1,8 bzw. 3,6* mg. 

30 7,4 188 | “ 229.9 
8,2 11,4 ‘ 242.8 
60 15,6 39,7 472.7 
8,1 8,96 15,0 7,4 236,8 253.8 
90 23,7 45,7 709.5 
8,7 204,2 
120 32,4 913,7 
2. Versuch am 16. VI. 1930. Hefemenge 1,7 mg. 
30 5,4 4,2 1998 
4,7 5,6 209.1 
60 10,1 6,4 9.8 6.6 399,9 231,33 
6,1 5,6 199.9 
90 16,2 15,4 599.8 
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Versuchsprotokoll 5. 
Hefe O. In., 
Herkunft WeiBbrauhaus Ingolstadt. 
— emm Op» Y " emm Op» Yo, emm CO, Vco, 
1. Versuch am 28. IV. 1930. Hefemenge 0,9 bzw. 1,8* mg. 
* * 
30 2,7 9.6 149.1 
9,8 17,6 148,9 
60 12.5 27,2 289,0 
10,4 23,9 19,3 21,9 133,1 306.0 
9) 22.9 46,5 422.1 
12,1 22,2 128,6 
120 35,0 68,7 559.7 
2. Versuch am 12. VI. 1930. Hefemenge 1,4 mg. 
30 8,1 9,1 228.3 
16,9 16,8 227,5 
60 25,0 25,1 25,9 24,5 | 455.8 313,7 
18,3 17,5 293,0 
90 43,3 43.4 658,8 
Versuchsprotokoll 6. 
Hefe O. La., Herkunft Karl’ Wittmann, Brauerei Draxlmair, 
Landshut. 
— emm 0, 20, emm O» Vo, emm CO, co, 
1. Versuch am 5. VI. 1930. Hefemenge 1,7 mg. 
30 347,0 
352,4 
60 15,5 12,6 699.4 
23,0 , 21,0 336,3 397.6 
90 38,5 33,6 | 1035,7 
22.3 27,6 18,2 23,9 316,4 
‘ 120 60,8 51,8 1352,1 
25,0 21,7 
150 85,8 73,5 
2. Versuch am 4. VII. 1930. Hefemenge 0,9 mg. 
30 23,1 191,5 
11,2 179,2 
60 34.3 24.9 370,7 
11,2 179,2 401,83 
90 45,5 549.9 
172.3 
120 722,2 
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Hefe O. Lech., Herkunft Weizenbierbrauerei Lechhausen, A. Krauss. 














ag emm O23 Vo, emm O02 Vo, emm CO, | Yoo, 
1. Versuch am 29. IV. 1930. Hefemenge 0,9 bzw. 1,8* mg. 
30 | | ° - 88,3 
131,2 
60 10,4 | 21,7 219.5 
10,1 | 20,3 134,3 
90 20,5 23,3 || 42,0 20.6 | 353,8 267,3 
10,8 16,8 127.4 
120 | 31,8 58,8 481,2 
2. Versuch am 12. VI. 1930. Hefemenge 2,2 mg. 
30 28,2 | 28,9 389,2 
28,2 27,6 353,9 
60 | 56,4 25,6 56,5 743,1 
28,9 29,6 26,0 342.9 328.5 
90 85,3 86,1 1086,0 
27,3 27.6 359,4 
120 || 112.6 113,7 1445.4 
3. Versuch am 10. VII. 1930. Hefemenge 1,1 mg. 
30 8,8 171,9 
158,8 
60 24,4 22,2 330,7 278.4 
143,5 
90 33,2 474,2 
138,2 
120 612,4 
4. Versuch am 22. VII. 1930. Hefemenge 1,5 mg. 
30 16,2 251,0 
| 16,2 265,5 
60 32,4 516,5 
186 22,9 229.9 3288 
90 51,0 746,4 
16,7 249.1 
120 67,7 986.5 
Versuchsprotokoll 8. 
Hefe O. Leob., Herkunft Brauerei Weberbauer, Leobschiitz. 
Nach " ( . ¢ . ’ 
Min. emm Og YO, emm Og vi Io emm CO, Q, 0, 
1. Versuch am 1. V. 1930. Hefemenge 1,3 bzw. 2,6* mg. 
| * 
300 4,1 8.8 122.8 
10,1 17.7 138,9 
60 14,2 26,5 261,7 
11,5 17,7 22,1 16,9 125,1 189,2 
90 25,7 48.6 386.8 
11,5 21,9 105.2 
120 37,2 70.5 492.0 
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— emm O» Vo, emm Op» Vo, emm CO, co, 
2. Versuch am 6. VI. 1930. Hefemenge 1,8 mg. 
30 201,2 
184.8 
60 16,8 19,9 386,0 | 
17,5 18,3 17,3 17,6 186,4 | 210,7 
90 34,3 37,2 572,4 
15,5 14.5 186,4 
120 49.8 51,7 | 758.8 
3. Versuch am 22. VII. 1930. Hefemenge 1,9 mg. 
30 18,1 266,3 
17,5 251,9 | 
60 35,6 18,2 
20,8 21,6 219,4 | 255,2 
90 56,4 137,6 
23,5 232.2 | 
120 79,9 969.8 
Versuchsprotokoll 9. d 
Hefe O. Ha., Herkunft Aktiengesellschaft Hackerbréiu, Miinchen. 
Nach ' ( . " 
Min. emm Op» Yo, emm O, 20. emm CO, Yoo, 
1. Versuch am 5. V. 1930. Hefemenge: 2,1 mg. 
30 8,1 313,1 
25,0 289,4 
60 33,1 602.5 
18,3 17,4 259.4 266.8 
90 51.4 861.9 
183 | 258,7 
120 69,7 1120.6 
2. Versuch am 13. VI. 1939. Hefemenge: 2,2 mg. 
39 25,7 25,9 369,2 
27.7 25,2 355,4 
69 53,4 51,1 724.6 
26,4 22.4 337,8 | 313.7 
90 79,8 23.4 73,5 21,0 1062.4 
25,0 23,8 317,9 | 
120 104,8 97,3 1380,3 
Versuchsprotokoll 10. 
Hefe O. Léw., Herkunft Léwenbriiu A.-G., Miinchen. 
aq emm Oz Vo. emm 0, Vo, emm CO, Veo, 
1. Versuch am 2. V. 1930. Hefemenge: 1,4 bzw. 2,8* mg. 
* * 
39 14,2 26,5 196,5 
14,2 25,1 185,0 | 
60 28.4 29,3 51,6 18,7 381.5 
14,2 27,2 149,7 | 235,4 
90 42.6 78,8 531,2 
12,2 128,2 
120 54.8 659.4 
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Nach 
Min. emm Og. Vo, 


30 13,4 
20.8 

60 34,2 
18,8 18,6 

90 53.0 
20.1 

120 73,1 

Versuchsprotokoll 11. Hefe O. Ro., 


2. Versuch am 16. VI. 1930. 
9 


emm Og Qo, emm CO, 


Yoo, 


Hefemenge: 2,2 mg. 


15.2 328.7 
22,0 278.7 
37.2 607.4 | 
20.7 | 20.0 249.8 | 248.2 
57.9 | 857.2 
22.0 | 234.9 
79,9 | 1092,1 


Herkunft Stadt brauerei Roth bei Niirnberg. 





vin, emm Og Qo, 
1. Versuch am 29. IV. 1930. 
30 8.1 


10,8 
60 18,9 

14.8 23,8 
90) 33,7 

16.1 
120 49.8 


30 10.8 
16,2 

60 27.0 24.6 
10,8 

90 37,8 


30 10,1 


10.1 
60 20,2 

13.5 25,7 
90 33,7 

14,9 


120 48,6 


Versuchsprotokoll 12. Hete O. Vi. 


emm Og a7 " emm CO, 


Yoo, 


Hefemenge: 1,3 mg. 


218.3 

216.4 
434.7 

207.3 | 322.8 
642.0 


197.5 
839.5 


2. Versuch am 13. VI. 1930. Hefemenge: 1,1 mg. 


3. Versuch am 22. VII. 1930. Hefemenge: 1,0 mg. 


98 150.9 
15,4 127,2 
25,2 22.3 278,1 240.5 
91 118,7 
34,3 396.8 
143.4 
134.6 
978.0 
119.1 256.3 
397, 1 


— 
te 
© 














— emm Op a7 Io emm Og Vo, emm CO, Veo 
1. Versuch am 1. V. 1930. Hefemenge: 1,1 bzw. 2,2* mg. 
30 47 u9/ ° 152,8 
9,4 17,2 161.6 
60 14,1 29.1 314.4 
12.8 20,0 23.6 17.1 154.2 275.3 
9) 26,9 52,7 468.6 
10,7 15,7 136.9 
120 87.6 68.4 605.5 


2. Versuch am 7. VII. 1930. 


30 18,8 


22,2 
60 41,0 
22.8 
9 63,8 24,6 
21,5 


129 85,3 


Hefemenge: 1,8 mg. 
234.5 


463.0 


10 * 
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Versuchsprotokoll 13. 


Hefe U. B., Herkunft Hochschulbrauerei Berlin. 








—_ emm Op» Yo, emm 0» Yo, emm CO, Vow, 
1. Versuch am 28. IV. 1930. Hefemenge: 1,1 bzw. 2,2* mg. 
* 
30.25 8.1 | 1335 
2.8 5,4 119.4 
60 5,3 13.5 252.9 
2.0 4.9 4,8 4,3 116,5 219.1 
90 7,3 18.3 369.4 
3,3 4,2 112.6 
120 10.6 22.5 482.0 
2. Versuch am 12. VI. 1930. Hefemenge: 1,6 mg. 
30 2.5 2.6 185.5 
4,3 5,3 176.2 
60 6,8 5,8 7.9 6,2 361.7 215.0 
5.0 4,6 154.4 
40 11,8 12.5 516.1 
Versuchsprotokoll 14. 
Hefe U. D., Herkunft Unionbrauerei A.-G. Dortmund. 
a emm 0» Yo, emm 0, Yo, emm © 0, Veo, 
1. Versuch am 1. V. 1930. Hefemenge 2.0 bzw. 4,0* mg. 
30 16,7 324 220,3 
15.4 26,3 226.1 
60 32,1 58,7 446.4 
19,4 18,7 33,1 16,0 199.8 202.5 
90 51,5 91,8 646.2 
18,0 30.9 163.8 
120 69,5 122.7 810.0 
2. Versuch am 2. V. 1930. Hefemenge 2,1 bzw. 4,2* mg. 
30 16,7 34,6 185,2 
12.7 24.8 196.7 
60 29.4 59.4 381,9 
14,7 14,0 31.6 12.7 189.0 173.2 
90 44.1 91,0 570,9 
14,7 23.3 156.6 
120 58.8 114,3 727.5 
3. Versuch am 6. VI. 1930. Hefemenge 1.9 mg. 
30 283.7 
262.4 
60 23,0 24,1 546.1 
16,9 17,1 17,4 17,2 253.4 270.9 
90 39.9 41.5 799.5 
15,6 15,4 229.6 
120 55,5 56.9 1029.1 
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a i emm Op» Qo, emm O» Qo, emm CO, Veo, 
4. Versuch am 10. VII. 1930. Hefemenge 1,8 mg. 
30 11,2 190,6 
179,7 
60 28,0 15,5 370,3 
144.8 190.8 
9) 39,2 515,1 
120 
5. Versuch am 21. VII. 1930. Hefemenge 2,1 mg. 
30 23,6 294.6 
20,5 277,9 
60 44,1 572.5 258.1 
22.4 18,6 278,6 
90 66,5 851,1 
15,5 232.8 
120 82.0 1083.9 
Versuchsprotokoll 15. 
Hefe U. G., Herkunft Gliickauf Brauerei, Gelsenkirchen. 
Nach . 
Min. cmm Os Yo, emm O2 Yo, emm CO, Yoo, 
1. Versuch am 5. VI. 1930. Hefemenge 2,7 mg. 
30 14,9 9,9 370,7 
21.8 18.5 357,7 
60 36,7 28.4 728, 
17,4 15,7 15,8 12,7 324.3 250.0 
90 54,1 44,2 1052,7 
24,2 17,2 297.5 
120 78,3 61,4 1350.2 
2. Versuch am 4. VII. 1930. Hefemenge 1,3 mg. 
30 7,9 180.7 
9,2 171,0 
60 17,1 351,7 
8,6 13,7 160.6 252.5 
90 25,7 512.3 
6,6 144.2 
120 32,3 656.5 


Versuchsprotokoll 16. 





Hefe U. R., Herkunft Bierbrauerei Riebeck & Co., Leipzig, Stamm R. 
Nach : ( , : . 
Min. emm Oy, U0, emm Og Vo, emm CO, Yoo, 
1. Versuch am 1. V. 1930. Hefemenge 3,2 mg. 
30 23,0 188.6 
23,7 173,8 
60 46,7 362.4 
19,7 12,1 155,2 201.5 
90 66,4 517.6 
19,1 127.3 
5 644.9 
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Nach emm 02 Vo, 


- c 0. 
Min. mm O» Vo, 


emm © O, co, 


2. Versuch am 16. VI. 1930. Hefemenge 1,9 mg. 


30 9,9 9,2 254,6 
12,4 11,9 249.6 

60 22.3 12,8 21,1 12,2 || 504,2 258,1 
11,8 11,2 231,4 

90 34,1 32,3 735,6 


Versuchsprotokoll 17. 
Hefe U. Rg., Herkunft Bierbrauerei Riebeck & Co., Leipzig, Stamm Ug. 





Nach 


Min. CS Sp Yo, cmm 0, Vo, com OU, co, 
1. Versuch am 29. IV. 1930. Hefemenge 2,1 mg. 
30 | 242.3 
239,2 
60 30,1 4815 
34,1 17,1 219,1 214,8 
90 64,2 700,6 
34,1 200,6 
120 98,3 91,2 
2. Versuch am 13. VI. 1930. Hefemenge 1,3 mg. 
30 11,2 11,9 142.9 
13,1 12,5 124.8 | 
60 24,3 17,2 24,4 16,8  267,7 195.3 
9,3 | 9,2 113,2 
90 33,6 | 33,6 380.9 
3. Versuch am 7. VII. 1930. Hefemenge 1,5 mg. 
30 10,6 183,3 
9,9 189,2 
60 20,5 372.5 227,5 
11,2 14,9 167.9 
90 31,7 540,4 
‘ 13,1 
120 44.8 


Versuchsprotokoll 18. 
Hefe U. Rk., Herkunft Bierbrauerei Riebeck & Co., Leipzig, Stamm Uk. 











i emm Og O% y emm 0» Vo, emm CO 2 | co, 
1. Versuch am 31. III. 1930. Hefemenge 0,7 mg. 
30 4,0 
5.3 
60 9,3 
6,0 | 17,6 
90 15,3 
7,2 
120 22.5 
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Nach 








Min. emm Oz O% Yo emm Oy, Go. emm CO, Vco, 
2. Versuch am 29. IV. 1930. Hefemenge 1,3 bzw. 2,6* mg. 
* * 
30 12.5 23,0 140.5 
11,2 17,8 148.2 
60 23,7 40,8 288,7 
12.5 18,8 23,0 16,7 134.3 | 208.3 
90 36,2 63,8 423,0 
11,9 20,4 118,7 
120 48,1 84,2 541,7 
3. Versuch am 12. VI. 1930. Hefemenge 2,6 mg. 
30 22.3 22,0 324,7 
18.9 22,1 303.4 
60 41,2 44,1 628.1 
24,3 16,5 24,1 16,0 278,0 | 225,2 
90 65,5 68,2 906,1 
21,0 16,7 264,9 
129 86,5 84,9 1171,0 
Versuchsprotokoll 19. 
Hefe U. Sa., Herkunft Biirgerliches Brauhaus Saalfeld a. d. 8., 
Hefe: Reif IT. 
Nach ‘ . 
Min. emm Op» Yo, emm Op» Yo, emm CO, Qco, 
1. Versuch am 2. V. 1930. Hefemenge 1,7 bzw. 3,4* mg. 
a * 
39 11,6 13,8 212.6 
99 15,8 187,8 
60 | 21,5 5,0 29.6 6,5 4004 
7,3 10,5 159.8 | 207.2 
90 28.8 40,1 560,2 
6.6 144.5 
120 46,7 704,5 
2. Versuch am 6. VI. 1930. Hefemenge 2,0 mg. 
39 9,3 9,2 278,6 
7,5 7,3 246.7 
60 16,8 16,5 525,é 
5,0 7,0 5,3 6.6 209.7 233,9 
90 21,8 21,8 735,0 
8,7 7,3 200,09 
120 30,5 29,1 935,0 
3. Versuch am 16. VI. 1930. Hefemenge 1,9 mg. 
30 5,4 7.4 | 214.8 
8,8 6,7 241,1 
60 14,2 14,1 455.9 | 
4,7 6,9 6,0 6,6 222.2 231.6 
90 18,9 20,1 678,1 
6,1 6,0 21,7 


26,1 


879,8 
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eae ors -_ 
—_ emm O. ha a emm 02 | ? Yo, | emm CO, | Qco, 
4. Versuch am 4. VII. 1930. Hefemenge 1,6 mg. 
30 4,7 230,9 
7,0 218,9 
60 11,7 | 449.8 | 251,3 
58 7,0 185,9 | 
90 17,5 635,7 | 
5,4 
120 22,9 
Versuchsprotokoll 20. 
Hefe U. Sch., Herkunft Aktiengesellschaft Schwabenbrau, Diisseldort, 
Rasse A. 
— emm 02 Yo, emm O», | Vo, emm CO, co, 
1. Versuch am 5. V. 1930. Hefemenge: 2,7 mg. 
30 8,1 | 14,5 379,3 
16,2 | 99 | 331,0 | 
60 24,3 | 24,4 710,3 | 
124 | 98 26,3 9,4 314,3 | 248.5 
90 36,7 50,7 1024.6 | 
| 10,6 24,3 , 317,9 
120 47,3 75,0 1342.5 
2. Versuch am 13. VI. 1930. Hefemenge: 2,3 mg. 
30 13,7 | 14,5 288,8 
11,8 13,2 296,0 
60 25,5 27,7 584,8 
11,2 10,0 ; 11,9 10,9 267,7 | 239,2 
90 36,7 39,6 | 852,5 
14,9 | 14,5 | 238,0 
120 51,6 54,1 | 1099.5 


Versuchsprotokoll 21. 


Hete U. St., Herkunft Brauerei Sternburg, G. m. b. H., Liitzschena. 





Nach 
Min. 





emm O2 


10,8 


emm O02 


Qo, Qo, 


1. Versuch am 1. IV. 1930. 


emm CO, Qco, 


Hefemenge: 1,2 mg. 


170.6 


7,8 | 
| 90 
| 16,8 | 14,4 
\ 8.3 
| 25,1 
2. Versuch am 14. VI. 1930. Hefemenge: 1,3 mg. 
9,4 
8,8 | 8.0 
15,1 17,4 13,9 
| 10,8 10,0 
27,4 
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Hefe U. W., Herkunft Staatsbrauerei Weihenstephan, Stamm R. 
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Nach 


Min. cmm Og 


Vo, 


emm O02 


0, 


emm © Og 


1. Versuch am 28. IV. 1930. Hefemenge: 2,1 bzw. 4,2* mg. 


30 17,8 


2. Versuch am 7. VII. 1930. 


15,8 
60 33.0 
17,2 
90 508 
14,5 
120 65,8 
30 12,2 
13,5 
60 | 25,7 | ~ 
12,8 
90 | 385 


12,2 


* 
34,2 
60,5 


86,2 


13,9 


227,4 
462.5 
678,2 


863,7 


Hefemenge: 1,8 mg. 


242.0 
470,7 


681,1 


235, 
215, 


185.5 


to 
to 
zx 


1 
7 


Veco, 


205.6 


243.9 





Uber die Kondensation von Pyridin- und Chinolincarbonsauren 
mit Aminosiuren. 


Von 
Hans Meyer und Roderich Graf. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der deutschen Universitat Prag.) 


(Eingegangen am 7. Oktober 1930.) 


R. Cohn’ isolierte aus dem Harn von Kaninchen, welchen 2-Picolin 
subkutan injiziert worden war, ein Analogon der Hippursiéure, die 
2-Pyridinursdure, die sich in Picolinsiure und Glykokoll spalten lieB. 
Yuzo Sendju? studierte neuerdings die biologische Bildung dieser Saéure 
aus 2-Picolin und Picolinséure bei Hunden, Kaninchen und Fréschen. 
Ahnlich wie Benzoesiure wurde, wie genannter Forscher fand, die 
Picolinsiure im Organismus der Végel in die mit Ornithin gepaarte 
2-Pyridornithurséure iibergefiihrt. D. Ackermann® erhielt bei Ver- 
fiitterung von Nicotinsiure an Hunde neben Trigonellin Nicotinursaure, 
die er als 3-Pyridoyl-aminoessigsdure erkannte. Angesichts dieser 
interessanten Bildungsweise peptidartiger K6rper, die als den einen 
Bestandteil eine Pyridincarbonséiure enthalten, schien der Versuch 
von Interesse, Kérper dieser Art rein synthetisch darzustellen. 

E. Fischer gelangte zu einfachen Peptiden, indem er Aminosaéuren, 
deren Aminogruppe durch Carbathoxylierung geschitzt war, nach 
H. Meyer mittels Thionylchlorid in die Chloride tiberfiihrte und diese 
mit Aminoséureestern reagieren lieB. Ganz ahnlich wurden auch in 
der vorliegenden Arbeit die Chloride der drei Pyridinmonocarbonsauren, 
der Chinaldin- und der Cinchoninséure, sowie des Atophans in Chloro- 
form als Verdiinnungsmittel auf Glykokollithylester, das Nicotin- 
siurechlorid ferner auf Glycylglycinester in molekularem Verhaltnis 
einwirken gelassen. Dabei fiel der substituierte Glykokollester in Form 
des Chlorhydrats nach erfolgter Reaktion aus oder wurde aus dem 
Reaktionsgemisch nach Durchschiitteln mit Sodalésung und Abdunsten 
des Chloroforms isoliert. Die freien Sauren lieBen sich aus den Estern 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 18, 112, 1893. 
2 Journ. Biochemistry 7, 273, 1927. 
3 Zeitschr. f. Biol. 59, 17, 1912. 
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durch Verseifen mit der berechneten Menge Normallauge und nach- 
heriges Neutralisieren mit der aquivalenten Menge Normalséiure wegen 
ihrer Schwerléslichkeit in Wasser leicht gewinnen. Sie bilden schén 
kristallisierende farblose Substanzen, leicht léslich in verdiinnten 
Sauren und Laugen. Aus den Athylestern wurden mit Ammoniak die 
Amide, aus einigen Saéuren auch die Methylester dargestellt. Ebenso 
wie die Chloride lieBen sich auch die Séiureanhydride mit Glykokoll- 
ester zu den gleichen Produkten kondensieren, doch ist der Weg iiber 
die Saurechloride letztgenanntem vorzuziehen. Als Beispiele der Ver- 
kettung aromatischer Aminosiuren mit Pyridincarbonsiuren wurden 
in ahnlicher Weise, wie oben beschrieben, die Kondensationsprodukte 
der Nicotinséure und der Picolinsiure mit Anthranilsdure, ferner der 
Nicotinséure mit Anthranoylanthranilsiure dargestellt. y 





Beschreibung der Versuche. 

2-Pyridoyl-aminoessigsdure-adthylester (Picolinursduredthylester) . 

Da das Verfahren in jedem Falle nahezu das gleiche ist, wird es 
geniigen, die Darstellung der Picolinursiure und ihrer Derivate etwas 
niher zu beschreiben. 

5g Picolinsiurechlorid vom Schmelzpunkt 44 bis 45°* werden 
in 30 ccm absolutem, trockenem Chloroform aufgenommen und einer 
Lésung von 3,7 g Glykokollithylester langsam hinzugefiigt, wobei man 
zu starke Erwirmung des Gemisches durch Kiihlung maBigt. Nach 
kurzer Zeit scheidet sich das Chlorhydrat des Picolinursdureithyl- 
esters in seideglinzenden Blaittchen aus und erfiillt den Kolben brei- 
artig. Nach dem Absaugen und Waschen mit etwas Chloroform wird 
die Substanz rein weiB erhalten. Zur Gewinnung des freien Esters 
lést man das rohe Esterchlorhydrat in wenig Wasser und neutralisiert 
mit Sodalésung. Der Ester fallt unmittelbar schén kristallinisch aus 
und bildet nach dem Umkristallisieren aus verdiinntem Alkohol derbe, 
farblose SpieBe vom Schmelzpunkt 71°. Leicht léslich in Alkohol und 
Chloroform, schwer léslich in Wasser. 

0,4570 mg Substanz: 0,552 cem N (17°, 735 mm). 
0,0987 g = 0,1107 g AgJ. 
CyoH,20,N,. Ber.: N 13,46, OC,H, 21,64. 
Gef.: N 13,48, OC,H, 21, 52. 


2-Pyridoyl-aminoessigsdure (Picolinursdure ). 


5g Picolinurséureester wurden mit 25ccm n Kalilauge bis zur 
Lésung geschiittelt ; zur vollstandigen Verseifung wurde noch 12 Stunden 


* E. Spdth u. H. Spitzer, B. 59, 1477, 1926; H. Meyer u. R. Graf, B. 61, 
2204, 1928. 
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stehengelassen. Das gebildete Kaliumsalz der Picolinurséure wurde 
nun mit 25cem n-Salzsaure zerlegt. Die Picolinurséure scheidet sich 
sofort fein kristallinisch aus. Die Mutterlauge liefert nach dem Ein- 
engen noch etwas Saure. Durch Umkristallisieren aus heiBem Wasser 
werden hippursdéureahnliche, lange, derbe Kristalle oder flache, lange 
Platten vom Schmelzpunkt 165 bis 166°, in Ubereinstimmung mit den 
Angaben R. Cohns und J. Sendjus (1. c¢.), erhalten. Die Beobachtung 
R. Cohns, daB die Lésung der Saure beim Kochen mit Tierkohle Gelb- 
farbung annimmt, konnte nicht bestaétigt werden und hatte wohl in 
einer Verunreinigung seines Produkts ihre Ursache. Die Substanz ist 
leicht léslich in heiBem Wasser, schwer in kaltem und ]aBt sich in 
wisseriger Lésung mit Phenolphthalein als Indikator glatt titrieren. 
0,0955 g Substanz: verbrauchten 6,50 cem n/10 KOH (f = 0,8077). 
2,140 mg ‘i 0,308 ccm N (19°, 732 mm). 
CgH,O,;N,. Ber.: Mol.-Gewicht 180,08, N 15,56. 
Gef.: Mol.-Gewicht 181,9, N 15,89. 


2-Pyridoyl-aminoessigsdure-amid ( Picolinursdureamid ). 
2g Athylester werden in 25ccm konzentriertem Ammoniak durch 
gelindes Erwarmen unter Umschiitteln gelést und die Lésung noch 
12 Stunden stehengelassen. Nach dem Einengen kristallisiert das 
Amid aus, das aus heiBem Wasser unter Zusatz von Tierkohle in derben, 
kleinen Nadeln vom Schmelzpunkt 184 bis 185° erhalten wird. Leicht 
léslich in heiBem Wasser und Alkohol, schwer in kaltem Wasser. 
4,550 mg Substanz: 0,963 cem N (18°, 730 mm). 
C,H,O.N;. Ber.: N 23,46. 
Gef.: N 23,38. 


3-Pyridoyl-aminoessigsdure-dthylester (Nicotinursdure-dthylester ). 

Aus 10g im Vakuum destilliertem, aus dem Natriumsalz mittels 
Thionylchlorid dargestelltem WNicotinséurechlorid (l.c.) und 7,3g 
Glykokollathylester. Das rohe Esterchlorhydrat bildet ein farbloses, 
feines Kristallmehl vom Schmelzpunkt 174°. Nach dem Auflésen 
in wenig Wasser, Neutralisieren mit Sodalésung und Ausschiitteln 
mit Chloroform hinterbleibt der freie Ester nach dem Abdunsten des 
Lésungsmittels als gelbliches, dickes O61, das beim Stehen im Vakuum 
iiber Schwefelsiure strahlig kristallinisch erstarrte. Durch Lésen in 
Chloroform und vorsichtigen Zusatz von Petrolather wurde der Ester 
in Form farbloser Nadeln vom Schmelzpunkt 54 bis 55° erhalten. 
Leicht léslich in Chloroform, Alkohol, Wasser, sehr schwer léslich in 
Petrolather. 


0,1098 g Substanz: 0,1220 g AgJ. 
Cy9Hy,.0,;N,. Ber.: OC,H, 21,64. 
Gef.: OC,H; 21,32. 
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3- Pyridoyl-aminoessigsdure-methylester (Nicotinursduremeth ylester ). 

Aus der freien Saure (s. unten) durch Veresterung mit Methyl- 
alkohol und Schwefelséure. Nach bekannter Aufarbeitung hinterbleibt 
der Ester zunachst 6lig und erstarrt beim Stehen iiber Schwefelséure 
im Vakuum zu einer strahlig kristallinischen Masse, die in wenig Chloro- 
form gelést bei vorsichtigem Zusatz von Petrolather lange, prachtige 
Nadeln vom Schmelzpunkt 67 bis 68° liefert. Leicht léslich in Wasser, 
Alkohol und Chloroform, fast unléslich in Petrolather. 

0,1504 g Substanz: 0,1800 ¢ AgJ. 
CyHyO;N2. Ber.: OCH, 15,98. 
Gef.: OCH, 15,82. 


3-Pyridoyl-aminoessigsdure (Nicotinursdure ). 

Aus dem Athylester in analoger Weise dargestellt wie die Picolinur- 
siure. Aus viel heibem Wasser unter Zusatz von Tierkohle derbe, 
farblose Kristallchen vom Schmelzpunkt 237 bis 238° unter Zersetzung 
nach vorheriger Braunung bei etwa 230°. Schwer léslich in kaltem, 
maBig léslich in heibem Wasser. Die von Ackermann (1. c.) angegebenen 
Eigenschaften seiner Nicotinursiure konnten bestatigt werden. 

3,024 mg Substanz: 0,429cem N (18°, 730 mm). 
0,1680 g¢ a verbrauchen 11,38 cem n/l10 KOH (f = 0.8077). 
C,H,O,N,. Ber.: Mol.-Gewicht 180,08, N 15,56. 
Gef.: Mol.-Gewicht 182,77, N 15.69. 


3-Pyridoyl-aminoessigsdure-amid (Nicotinursdure-amid ). 


Aus dem Athylester. Aus Wasser unter Zusatz von Tierkohle 
drusenférmig angeordnete, feine Nadeln vom Schmelzpunkt 193 bis 195°. 
Leicht léslich in heiBem Wasser und Alkohol, schwer in kaltem. 

1.445 mg Substanz: 0,311 cem N (18°, 730 mm). 
C,H,O,N;. Ber.: N 23,46. 
Gef.: N 23,78. 


4- Pyridoyl-aminoessigsdure-athylester (lsonicotinursaureath ylester ). 


Aus 5g im Vakuum destilliertem, aus dem Natriumsalz mittels 
Thionylchlorid dargestelltem Isonicotinsiurechlorid (|.c.) und 3,7 g 
Glykokollithylester. Die mit Soda neutralisierte Lésung des Ester- 
chlorhydrats wird mit Chloroform ausgeschiittelt, das nach dem Ab- 
dunsten eine strahlig kristallinische Masse hinterlaBt, die nach dem 
Lésen in wenig Wasser, Kochen mit Tierkohle und Einengen tiber 
Schwefelsdure bis zur Kristallisation feine Nadeln vom Schmelzpunkt 89 
bis 90° liefert. 


0.0881 g Substanz: 0.0986 ¢ Ag.J. 
Cy9Hy.2O,N,. Ber.: OC,H, 21,64. 
CGef.: OCH, 21.47. 
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4- Pyridoyl-aminoessigsdure (Isonicotinursdure ). 

Analog wie Picolinursaéure erhalten. Flache Nadeln vom Schmelz- 
punkt 221 bis 222° unter beginnender Zersetzung. Leicht léslich in 
heiBem Wasser, schwer in kaltem. 

0,1073 g Substanz verbrauchten 7,25 ¢cem n/l0 KOH (f 0.8077). 
3,592 mg mh 0,498 com N (14°, 735 mm). 
C,H,O,N,. Ber.: Mol.-Gewicht 180,1, N 15,56 
Get.: Mol.-Gewicht 183,3, N 15,63. 


4- Pyridoyl-aminoessigsdure-amid (Isonicotinursdureamid ). 

Darstellung wie beim Nicotinursiureamid angegeben. Nidelchen 

vom Schmelzpunkt 227 bis 228° unter Bréaunung. Leicht léslich in 
heiBem Wasser, weniger in kaltem. 

1,984 mg Substanz: 0,420 cem N (17°, 735 mm). 

CgH,O,N;. Ber.: N 23,46. 

Get.: N 23.65. 
2-Chinoloyl-aminoessigsdure (Chinaldinursdure ). 


Aus 8g Chinaldinséurechlorid (Schmelzpunkt 96°) und 4,3¢ 
Giykokollester. Das Reaktionsgemisch wurde samt Niederschlag mit 
Sodalésung durchgeschiittelt. Der nach dem Abdunsten des Chloro- 
forms hinterbliebene rohe Ester wurde in 42cem n KOH unter ge- 
lindem Erwairmen gelést. Nach vollstandiger Verseifung und Ver- 
setzen mit der aquivalenten Menge n Salzséure fiel die rohe Saure als 
rotliches, undeutlich kristallines Pulver aus, das beim Umkristallisieren 
aus viel heiBem Wasser unter Zusatz von Tierkohle die reine Saure 
in Form kleiner Blattchen vom Schmelzpunkt 183 bis 184° unter 
Braunung lieferte. Schwer léslich in kaltem Wasser, leichter in heiBem. 

0,1560 g Substanz verbrauchten 8,40 cem n/l0 KOH (f 0.8077). 
4,816 mg se 0,531 cem N (18°, 734 mm). 
Cy2Hy0,Ne. Ber.: Mol.-Gewicht 230,2, N 12,17. 
Gef.: Mol.-Gewicht 229,9, N 12,23. 


2-Chinoloyl-aminoessigsdure-methylester (Chinaldinursduremethylester ). 
Aus der Séure durch Veresterung mit Methylalkohol und Schwefel- 
siure. Aus verdiinntem Methylalkohol unter Zusatz von Tierkohle 
glinzende Blaittchen vom Schmelzpunkt 100°. Leicht léslich in Chloro- 
form und Alkohol, schwer in Wasser. 

0,0993 g Substanz: 0,0957 g Ag J. 

CyHy.03;N,- Ber.: OCH, 12,71. 

Gef.: OCH, 12,74. 


2-Chinoloyl-aminoessigsdure-amid (Chinaldinursdure-amid ). 


Aus dem Methylester mit konzentriertem alkoholischem Ammoniak. 
Aus heiBem Wasser feine Nidelchen vom Schmelzpunkt 231 bis 232° 
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unter Braunung. Sehr schwer léslich in kaltem Wasser, leichter in 
heiBem Wasser und verdiinntem Alkohol. 
2,985 mg Substanz: 0,492 cem N (17°, 734 mm). 


Cy2H,y,0.N 3. Ber.: N 18,34. 
Gef.: N 18,40. 


4-Chinoloyl-aminoessigsdure-athylester (Cinchoninursdure-ath ylester ). 
Aus 10g Cinchoninsaurechlorid [dargestellt nach #. Spdth und 
H. Spitzer (1. c.)] und 5,4 g Glykokollester. Beim Durchschiitteln des 
Reaktionsproduktes mit Sodalésung erstarrte der Kolbeninhalt zu einem 
dicken Brei kleiner Kristalle des kristallwasserhaltigen Cinchoninur- 
siureesters. Nach dem Absaugen und Umkristallisieren aus heiBem 
Alkohol bildet die Substanz kleine, derbe Kristallchen, die bei 110° 
sintern, jedoch erst bei 120° klar geschmolzen sind. Leicht léslich in 
heiBem Alkohol, maiBig in kaltem, sehr wenig in Chloroform und Wasser. 
Beim Trocknen bei 110° erleidet die Substanz den fiir 1 Mol Kristall- 
wasser berechneten Gewichtsverlust und geht dabei in einen zihen, 
nur sehr langsam fest werdenden Sirup iiber. 
0,1740 g Substanz verl ren 0,0113 g H,O bei 110°. 
0,1992 ¢ + 0,1673 ¢ AgJ. 
CyHy,O,N, + H,O. Ber.: H,O 6,52, OCH, 16,31. 
Gef.: H,O 6,34, OC,Hy 16,11, 


4-Chinoloyl-aminoessigsdure (Cinchoninursdure ). 

Aus dem Athylester wie bei oben beschriebenen Beispielen. Kurze 
flache Nadeln vom Schmelzpunkt 244 bis 246° unter starker Zersetzung. 
Sehr schwer léslich in kaltem Wasser, ziemlich léslich in heiBem. Die 
lufttrockene Substanz verliert bei 110° 1 Mol Kristallwasser und geht 
in ein mattes Pulver iiber. 


0.1746 g Substanz (lufttrocken) verbrauchten 8,72 cem n/10 KOH 


0,2365 g oa verloren bei 110° 0,0165 ¢ H,O. (f = 0,8077). 
0,1560 g ™ (bei_110° getrocknet) verbrauchten 8,40 com n/10 KOH. 
3,463 mg o (,, 110° a ) 0,382 cem N (19°, 736 mm). 


CyoHypO,;N, + H,O. Ber.: Mol.-Gewicht 248,2, H,O 7.26. 
Gef.: Mol.-Gewicht 247,9, H,O 6,98. 

Cy2 Hy.) O,N¢.- Ber.: Mol.-Gewicht 230.2, N 12,17. 
Gef.: Mol.-Gewicht 229.9, N 12,26. 


4-Chinoloyl-aminoessigsdure-amid (Cinchoninursdureamiad ). 
Aus dem Athylester mit alkoholischem Ammoniak. Aus heibem 
Wasser feine Nadelchen vom Schmelzpunkt 226 bis 227°. Léslich in 
Alkohol, maBig léslich in heiBem Wasser, sehr schwer in kaltem. 


2.445 mg Substanz: 0,405 ccm N (19°, 736 mm). 
Cy2H,,0,N,. Ber.: N 18,34. 
Gef.: N 18,43. 
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2-Phenyl-4-chinoloyl-aminoessigsdure -ath ylester. 
5g 2-Phenyleinchoninsiure (Atophan) wurden mittels Thionyl- 
chlorid in bekannter Weise in das Chlorid iibergefiihrt und dieses, 
wie bei der Picolinurséure geschildert ist, mit 2,2 g Glykokollester zur 
Einwirkung gebracht. Nach dem Durchschiitteln des Reaktions- 
gemisches mit Sodalésung hinterliBt das Chloroform nach dem Ab- 
dunsten den rohen Ester als strahlig kristalline Masse, die beim Um- 
kristallisieren aus heibem Alkohol zarte, verfilzte Nadelchen vom 
Schmelzpunkt 140 bis 141° liefert. Leicht léslich in Chloroform und 
siedendem Alkohol, schwer léslich in kaltem, fast unléslich in Wasser. 
Geschmacklos. 
0,1936 g Substanz: 0,1332 g AgJ. 
CopHygO3Ny- Ber.: OCH, 14,48. 
Gef.: OC,H, 13,20. 


2- Phenyl-4-chinoloylaminoessigsdure. 


Durch Verseifen einer alkoholischen Lésung des Esters mit der 
berechneten Menge Lauge und nachheriges Ausfallen mit Séure. 
Aus sehr viel heiBem Wasser Niadelchen vom Schmelzpunkt 216°. 
Sehr schwer léslich in heiBem Wasser, fast unléslich in kaltem, maBig 
léslich in heiBem absoluten Alkohol. Eine heiB gesattigte wasserige 
Lésung erstarrt bei raschem Abkihlen zu einer Gallerte. Schmeckt 
bitter. 

0,1740 g Substanz: verbrauchten 7,02 ccm n/10 KOH (f = 0,8077). 
4,072 mg = 0,338 cem N (19°, 736 mm). 
CygH,,O,N2- Ber.: Mol.-Gewicht 306,2, N 13,77. 
Gef.: Mol.-Gewicht 306,8, N 13,85. 


2- Phenyl-4-chinoloyl-aminoessigsdure-amid. 

Aus dem Athylester mit alkoholischem Ammoniak. Aus viel 
heiBem Wasser feine Nadelchen vom Schmelzpunkt 213°. Léslich 
in Alkohol, wenig léslich in heiBem Wasser, fast unléslich in kaltem. 

3.482 mg Substanz: 0,434 ccm N (19°, 736 mm). 
Cy Hy; O2N;. Ber. : N 13,77. 
Gef.: N 13,85. 


3- Pyridoyl-glycyl-glycin-ath ylester. 


Aus 5g Glycylglycinathylester und 4,4 g Nicotinsdurechlorid in 
der 20fachen Menge Chloroform. Das Reaktionsprodukt wurde mit 
Sodalésung durchgeschiittelt, die Chloroformschicht mit geglihter 
Pottasche getrocknet und durch Abdunsten vom Lésungsmittel befreit. 
Die Lésung des rohen Esters in wenig Chloroform wurde bis zur be- 
ginnenden Kristallisation mit Petrolather versetzt. Der reine Ester 
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bildet farblose Nadelchen vom Schmelzpunkt 144 bis 145°.  Leicht 
léslich in Chloroform, Alkohol und Wasser, sehr schwer léslich in 
Petrolather. 
0,1205 g Substanz: 0,1054 ¢ AgJ. 
Cy2HyO,Ny. Ber.: OCH, 16,99. 
Gef.: OCH, 16,78. 


3-Pyridoyl-gl yc yl-glycin. 

2g obigen Esters wurden in wenig Wasser gelést, mit 7,55 ccm 
nKOH durch fiinfstiindiges Stehen bei gew6hnlicher Temperatur und 
darauffolgendes gelindes Erwairmen verseift, die neutrale Lésung mit 
Silbernitratlésung versetzt, bis alles 3-Pyridoylglycylglycin als schwer 
lésliches Silbersalz ausgefallt war. Der Niederschlag wurde zunichst 
mit Wasser, sodann mit Alkohol gewaschen und iiber Schwefelséure im 
Vakuum getrocknet. Die Silberbestimmung ergab die Identitat mit der 
erwarteten Substanz. 

0,5535 g Substanz: 0,1766g¢ Ag. 
CyoHyOyN;Ag. Ber.: Ag 31,37. 
Gef.: Ag 31,35. 

Zur Darstellung der freien Saéure wurde eine Aufschwemmung 
von 2g des Silbersalzes in 10cem Wasser mit 2,9ccm n Salzsaure 
1 Stunde bei gelinder Warme digeriert. Nach dem Abfiltrieren des 
Silberchlorids und Einengen der Lésung kristallisierte die Saure in 
glinzenden Blattchen vom Schmelzpunkt 232° unter Zersetzung nach 
vorheriger Dunkelfarbung aus. Leicht léslich in heibem Alkohol und 
Wasser, schwer in kaltem. 

0.1207 g Substanz: verbrauchten 6,26cem n/10 KOH (f = 0.8077). 


C,oH,,0,N;. Ber.: Mol.-Gewicht 237,1. 
Gef.: Mol.-Gewicht 238,7. 


N-(3-Pyridoyl )-anthranilsdure-meth ylester. 
s I 


Aus Aquivalenten Mengen Nicotinséurechlorid und Anthranil- 
siuremethylester, gelést in der 20fachen Menge Chloroform. Das nach 
erfolgter Reaktion ausgeschiedene Chlorhydrat des Kondensations- 
produktes wurde nach dem Trocknen mit Wasser verrieben und durch 
Sodalésung der Ester als feinkristallinischer Niederschlag in Freiheit 
gesetzt. Nach dem Umkristallisieren aus Methylalkohol bildet er lange, 
farblose Nadeln vom Schmelzpunkt 127°. Léslich in heiBem Alkohol, 
wenig léslich in kaltem, sehr schwer léslich in Wasser. 


0,3069 g Substanz: 0,2777 g¢ AgJ. 
(4,H,2.0,N,. Ber.: OCH, 12,1. 
Gef.: OCH, 11,9. 
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N-(3-Pyridoyl)-anthranilsdure. 

Die Lésung von 2 g des Esters in der hinreichenden Menge Alkohol 
wurde mit 8,25 ccm n Kalilauge versetzt. Nachdem sich der zunachst 
teilweise wieder ausgeschiedene Ester gelést hatte, wurde die Verseifung 
durch gelindes Erwarmen zu Ende gefiihrt und durch Zusatz der 
aquivalenten Menge Salzsaure die Saure als weiBer mikrokristallinischer 
Niederschlag ausgefallt. Aus heibem Alkohol zarte Niadelchen vom 
Schmelzpunkt 258 bis 259°. Léslich in heiBem Alkohol, sehr wenig 
in kaltem, wenig léslich in heiBem Wasser, fast unléslich in kaltem. 

0,2015 g Substanz: verbrauchten 8,32 cem n/l10 KOH (f = 1,000). 
Cy3Hy9O,N_. Ber.: Mol.-Gewicht 242,09. 
Gef.: Mol.-Gewicht 242,2. 
N-(2- Pyridoyl)-anthranilsdure-meth ylester. 

Aus 4,5g Picolinsdurechlorid und 5g Anthranilsiuremethylester 
in der 20fachen Menge Chloroform. Lésung samt Niederschlag wurde 
mit Sodalésung durchgeschiittelt, die Chloroformschicht nach dem 
Trocknen mit gegliihter Pottasche durch Abdunsten vom Lésungs- 
mittel befreit und der zuriickbleibende, braunlich gefarbte, rohe Ester 
durch Waschen mit wenig kaltem Methylalkohol von dligen Bei- 
mengungen befreit. Aus absolutem Methylalkohol unter Zusatz von 
Tierkohle bis zum konstanten Schmelzpunkt umkristallisiert, bildet 
der Ester farblose, kugelig angeordnete Nadeln vom Schmelzpunkt 84 
bis 85°. Leicht léslich in heiBem Methylalkohol, wenig léslich in kaltem, 
fast unléslich in Wasser und Petrolather. 

0,1740 g Substanz: 0,1604 ¢ AgJ. 
Cy,H,2O,N,. Ber.: OCH, 12,1. 
Gef.: OCH, 12,18. 
N-(2-Pyridoyl)-anthranilsdure. 

1,41 g Ester wurden in heiBem Alkohol gelést und mit 5,7 cem 
n Kalilauge durch mehrstiindiges Stehen bei Zimmertemperatur und 
darauffolgendes gelindes Erwairmei verseift. Bei Zusatz der aqui- 
valenten Menge Saure bildet die Substanz zunachst eine Emulsion, 
die spater kristallinisch erstarrte. Zur Befreiung von geringen Mengen 
unverseiften Esters wurde die rohe Siure nochmals in der obigen Menge 
Lauge gelést, vom Ungelésten abfiltriert und das Filtrat wiederum 
mit der gleichen Menge n Salzsaure gefallt. Aus Alkohol kristallisiert 
die Séiure in kugeligen Aggregaten vom Schmelzpunkt 171 bis 172°. 
Léslich in heiBem Alkohol, wenig léslich in kaltem Alkohol und heibem 
Wasser, sehr schwer léslich in kaltem Wasser. 

0,2359 g Substanz (bei 110° getrocknet) verbrauchten 9,7 cem n/10 KOH 


(f = 1,0). 
Cy3;HypO3;N,. Ber.: Mol.-Gewicht 24 
4 


2,1. 
Gef.: Mol.-Gewicht 243,2. 
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Beim Umkristallisieren aus viel heibem Wasser erscheint die Sub- 
stanz zunachst als Emulsion, kristallisiert dann in kugeligen Aggregaten, 
neben denen spiater auch farblose Nadeln auftreten, die offenbar 
Kristallwasser enthalten. 

0,5311 ¢ Substanz (aus Wasser lufttrocken) verl. bei 110° 0,0230¢ H,O 
Cy, Hyp, No + H,O Ber.: H,O 6,93. 
Get.: H,O 4,33. 


N-(3-Pyridoyl)-anthranoyl-anthranilsduremeth ylester. 

Aus 3g Anthranoylanthranilsiuremethylester! und 1,6 g Nicotin- 
saurechlorid in der 20fachen Menge Chloroform. Das nach erfolgter 
Reaktion ausgeschiedene Esterchlorhydrat wurde nach dem Absaugen, 
Waschen mit reinem Chloroform und Trocknen mit Sodalésung ver- 
rieben. Der freie Ester wurde zur Reinigung in Chloroform gelést und 
mit Alkohol als farblose, mikrokristalline Flocken ausgefallt. Schmelz- 
punkt 181° unter Braiunung, Leicht léslich in Chloroform, schwer in 
heibem Alkohol, sehr schwer in kaltem, unléslich in Wasser. 

0,1955 g Substanz: 0,1279 g¢ AgJ. 
Cy,Hy,O,N;. Ber.: OCH, 8,27. 
Gef.: OCH, 8,62. 
| 
N-(3-Pyridoyl)-anthranoyl-anthranilsdure. 

Zu einer Lésung von 1g Ester in 200 ccm siedendem Alkohol 
wurden 9,7 cem alkoholische n-Lithiumlauge (f = 0,3050) zugesetzt 
und nach halbstiindigem Erwirmen auf dem Wasserbad die Haupt- 
menge des Alkohols langsam abdestilliert. Der Riickstand wurde mit 
200 cem Wasser versetzt und aus der einen Halfte der klaren Lésung 
in der Siedehitze mit der berechneten Menge n-Salzsiure die Séiure 
in Freiheit gesetzt, die in Form gallertiger Flocken ausfiel. Schmelz- 
punkt 222°. Schwer léslich in Alkohol, verdiinnten Saéuren und Laugen 
(frisch gefallt in Lauge léslich’), unléslich in Wasser. Aus der anderen 
Halfte der Lésung des Lithiumsalzes wurde mit verdiinnter Silber- 
nitratlésung das Silbersalz heiB als dichte weibe Flocken gefallt. Nach 
dem Waschen mit Alkohol und Trocknen iiber Schwefelséure im Vakuum 
zeigte das Salz den fiir die erwartete Substanz geforderten Silberwert. 

0.5724 ¢ Substanz: 0.1286g Ag. 
CopHyO,NjAg. Ber.: Ag 23,05. 
Gef.: Ag 22,47. 


1 H. Meyer, Ann. 351, 267, 1907. 











Uber die 
Anhydride der Pyridin- und Chinolinmonocarbonsiuren. 


Von 


Roderich Graf. 


Durchgeftihrt mit Unterstiitzung der ,,Deutschen Gesellschaft der Wissen- 
schaften und Kiinste fiir die tschechoslowakische Republik“. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der deutschen Universitat Prag.) 


(Eingegangen am 7. Oktober 1930.) 


Bereits im Jahre 1925! wurde die Darstellung der Anhydride 
einiger Pyridin- und Chinolinmonocarbonséiuren versucht. Man ging 
dabei so vor, daB man die Saurechloride in molekularem Verhaltnis 
auf die Natriumsalze der Sauren in siedendem Xylol als Reaktions- 
medium einwirken lieB. Die Schmelzpunkte der erhaltenen Produkte 
lagen denen der entsprechenden Sauren sehr nahe, die Koérper lieBen 
sich gut sublimieren und gingen an der Luft sehr rasch in die zugehérigen 
Sauren tiber. Da sich aber inzwischen durch die Arbeit H. Meyers und 
R. Grafs? gezeigt hatte, daB die ihres hohen Schmelzpunkts und ihrer 
Schwerléslichkeit wegen friiher als polymere Chloride aufgefaBten 
Produkte ein Gemenge von Siurechlorhydrat und Saurechloridchlor- 
hydrat sind, erschien eine neuerliche Bearbeitung dieser Kérper- 
klasse notwendig, die ich auf Veranlassung von Herrn Prof. H. Meyer 
unternahm. 

Bei der Nicotinséure und der Cinchoninséure gelang die Darstellung 
der Anhydride leicht durch direkte Einwirkung der Chloride auf die 
Natriumsalze. Durch Destillation im Vakuum lieBen sich die Anhydride 
vom mitgebildeten Natriumchlorid trennen. Bei der Isonicotinsaéure 


' H. Meyer, Ree. d. trav. chim. d. pays-bas 46, 323, 1925. 
* Ber. 61, 2205, 1928. 
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gliickte die Darstellung des Anhydrids nur bei Einwirkung einer benzoli- 
schen Lésung auf das Natriumsalz der Séure. Eine benzolische Lésung 
von Picolinsdurechlorid lieferte mit Natriumpicolat ein dunkelgriines 
Produkt, aus welchem sich ein Kérper von den Eigenschaften eines 
Anhydrids bisher nicht isolieren lieB. Beim Versuch der Darstellung 
des Chinaldinséureanhydrids unter ganz ahnlichen Bedingungen wurde 
ein kristallisierter roter Farbstoff erhalten, der mit dem von Besthorn 
und Jbele! gewonnenen Ejnwirkungsprodukt von Saureanhydriden 
auf Chinaldinséure identisch ist. 


Die Anhydride der Nicotin-, der Isonicotin- und der Cinchonin- 
sdure zeigen tatsichlich in ihrem Verhalten bemerkenswerte Ab- 
weichungen gegenitiber den Eigenschaften der seinerzeit erhaltenen 
Produkte. So erweisen sie sich analog den Anhydriden aromatischer 
Jarbonsduren verhaltnismaBbig unempfindlich gegen Luftfeuchtigkeit 
und gehen selbst bei tagelangem Stehen in offenen GefiBen nur ober- 
flachlich unter Wasseraufnahme in die Saéuren tiber. Die Schmelz- 
punkte liegen betrachtlich tiefer als die der entsprechenden Sauren. 
Auch besitzen sie unterhalb ihres Siedepunkts, der wegen ihrer beinahe 
doppelten MolekilgréBe héher als der der Sauren lieg}, keine merkbare 
Tendenz, zu sublimieren. Die seinerzeit erhaltenen, als Anhydride be- 
schriebenen Produkte waren offenbar die héchstens spurenweise 
Anhydrid enthaltenden Sauren. 


Beschreibung der Versuche. 
Versuch zur Darstellung des Picolinsdéureanh ydrids. 


Da die Einwirkung von Picolinséiurechlorid auf das Natriumsalz 
der Saure unter starker Erwarmung zur vélligen Zersetzung des Reak- 
tionsgemisches fiihrte, wurde, in der Hoffnung durch Milderung der 
Reaktionsbedingungen zu dem gesuchten Kérper zu gelangen, das 
Chlorid in benzolischer Lésung auf das Na-Salz einwirken gelassen. 
4g Picolinsiure wurden in bekannter Weise mittels Thionylchlorid in 
das Chlorid tbergefiihrt und dieses nach dem sorgfiltigen Befreien 
vom tberschissigen Thionylchlorid in 50 ccm iiber Natrium getrocknetem 
Benzol aufgenommen. In diese Lésung wurden 5 g peinlichst trockenes 
Natriumpicolat eingetragen und eine halbe Stunde unter RiickfluB 
gekocht. Wenige Minuten nach Beginn des Kochens verfarbte sich 
der Kolbeninhalt unter Ausscheidung einer griinschwarzen Masse, 
die das gesuchte Anhydrid nicht enthielt. Nach dem Abdestillieren 
der dunkel gefirbten benzolischen Lésung hinterblieb eine geringe 
Menge eines braunschwarzen Sirups, aus dem sich der gesuchte Korper 


1 Ber. 87, 1236, 1904; Ber. 3S, 2137, 1905. 
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gleichfalls nicht isolieren lieB. Bei weiterem Erhitzen trat vollstandige 
Zersetzung unter Bildung von Pyridin ein. Da auch die Versuche zur 
Darstellung des Chinaldinséureanhydrids unter gleichen Bedingungen 
ebenfalls zu einem gefarbten Kondensationsprodukt fiihrten, ist es 
wahrscheinlich, daB die 2-Carbonséuren der Pyridin- wie auch die der 
Chinolinreihe zur Anhydridbildung nicht befahigt sind. 


Nicotinsdureanh ydrid. 


1. 5g Nicotinséurechlorid (dargestellt aus dem Na-Salz (I. ce.) 
und 5,5 g absolut trockenes, nicotinsaures Natrium wurden in einem 
50 cem fassenden Claissen-Kolben mit angeschmolzener Vorlage eine 
halbe Stunde bei 110 bis 120° gehalten, bis die Masse homogen erschien. 
Das gebildete Anhydrid wurde sodann im Vakuum einer gut wirkenden 
Olpumpe vom Natriumchlorid abdestilliert. Bei 200° und etwa 1 mm Hg 
ging eine fast farblose Flissigkeit tiber, die in der Vorlage zu einer gut 
kristallinen Masse vom Schmelzpunkt 122 bis 124° erstarrte. Die 
Substanz verandert sich bei mehrtagigem Stehen an der Luft nur 
wenig, nach achttagigem Stehen im offenen Wageglas war der Schmelz- 
punkt nicht wesentlich erhéht; nach dem Sintern bei 123° schmolz 
die Substanz bei 132° klar. Auch beim Kochen mit Wasser léste sich 
das Anhydrid nur sehr langsam unter Bildung von Nicotinsaure. 


2. Einfacher und schéner kristallisiert lieB sich die Substanz 
durch einstiindiges Kochen einer Lésung von 5g Nicotinséurechlorid 
in 50 cem Benzol mit 5,5 g Na-Salz unter RickfluB gewinnen. Die 
vom Natriumchlorid abfiltrierte Lésung schied beim Erkalten die 
Hauptmenge des Anhydrids in farblosen KristallspieBen vom Schmelz- 
punkt 122 bis 124° ab. 

0.1931 g Substanz: verbrauchten J).7,41 ccm n/10 KOH (f = 1,000). 
C,2H,O,;N,. Ber.: Mol.-Gewicht 228,14. 
Gef.: Mol.-Gewicht 227,1. 

1,555 g Anhydrid wurden in heibem Benzol gelést und 1 g trockenes 
Phenol zugesetzt. Beim Kochen schied sich unter Bildung von Nicotin- 
siurephenylester die aquivalente Menge Nicotinsiure pulverig ab. 
Nach beendeter Reaktion wurde das tiberschiissige Phenol und die 
gebildete Nicotinsiure mehrmals mit verdiinnter Lauge ausgeschiittelt. 
Nach dem Abdunsten des Benzols hinterblieb der Ester als strahlig 
kristalline, farblose Masse vom Schmelzpunkt 71° in einer Menge von 
1,154 g (berechnet 1,361 g), d.i. 84,8°,, der Theorie. 


Isonicotinsdure-anh ydrid. 


Die Darstellung des Isonicotinsiureanhydrids aus dem Chlorid 
und dem Na-Salz der Saure ohne Anwendung eines Lésungsmittels 
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gelang nicht, da die hohe Temperatur, die fiir die Destillation des 
Anhydrids zur Trennung vom Natriumchlorid notwendig ist, zur 
volligen Zersetzung des Reaktionsproduktes fiihrte. Dagegen lieB 
sich das Anhydrid leicht aus seiner benzolischen Lésung_ isolieren. 
Die Darstellung erfolgte im tibrigen in gleicher Weise wie beim Nicotin- 
siureanhydrid unter 2. beschrieben ist. Aus der vom Natriumchlorid 
abfiltrierten benzolischen Lésung kristallisiert beim Einengen das 










viel léslichere Isonicotinsiureanhydrid in gut ausgebildeten rhombi- 
schen Prismen vom Schmelzpunkt 103 bis 104°; von 160° an _ be- 
ginnt sich die klare Schmelze zu verfirben und verkohlt schlieBlich 








bei 180° unter Gasentwicklung. Die Substanz zeigt ebenso wie 
das Nicotinsiureanhydrid keine besondere Empfindlichkeit gegen 
Luftfeuchtigkeit. 
0.1344 g Substanz verbrauchten 14,3 cem n/L0 KOH (f = 0,8077). 
Cy2.H,O;N,. Ber.: Mol.-Gewicht 228,1. 
Gef.: Mol.-Gewicht 232,7. 


















Versuch zur Darstellung des Chinaldinsdureanh ydrids. 


4 g Chinaldinsaéurechlorid! wurden in 50 cem Benzol aufgenommen, 
der Lésung 4g chinaldinsaures Natrium zugesetzt und eine halbe 
Stunde unter RiickfluB gekocht. Nach kurzer Zeit nahm die Lésung 
intensiv rote Farbe an und unter Kohlenséiureentwicklung schied 
sich in zunehmender Menge ein Brei flacher Prismen von griingelbem 
Oberflaichenreflex aus, deren verdiinnte benzolische Lésung intensiv 
gelbgriin-violettrot fluoreszierte. Obzwar die weitere Untersuchung 4 
des erhaltenen Produkts unterlassen wurde, scheint es allen seinen : 
EKigenschaften nach mit dem von Besthorn und Jbele durch Einwirkung 
von Saureanhydriden auf Chinaldinsiure oder durch Kondensation 
von Chinaldinsaurechlorid mit Chinolin erhaltenen Farbstoff identisch 
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zu sein. 
Cinchoninsdure-anh ydrid. 
Aus 3,2 g Cinchoninsadurechlorid (dargestellt nach £. Spdth und 
H. Spitzer?) und 3,4g cinchoninsaurem Natrium, wie beim Nicotin- 
sdureanhydrid unter 1. beschrieben ist. Zur vollstandigen Umsetzung 
wurde das Gemisch eine halbe Stunde bei 170° gehalten und dann 


' Im Gegensatz zu den neueren Beobachtungen D. L. Hammiks und 
W. P. Dickinsons (Journ. chem. Soc. London 1929, S. 214) erhielt ich bei 
einstiindigem Kochen selbst von technischem Thionylchlorid mit Chinaldin 
siurechlorhydrat stets das normale Chlorid vom Schmelzpunkt 96°, das 
nach dem Abdestillieren des Thionylchlorids im Vakuum kristallinisch 
erstarrt. Zu hohes Erhitzen ist dabei wegen der Zersetzlichkeit des Chlorids, 
das in dieser Eigenschaft dem Picolinséurechlorid ahnlich ist, zu vermeiden. 

2 B. 59, 1484, 1926. : 
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durch Vakuumdestillation bei 1 mm Hg vom Natriumchlorid getrennt. 
Bei 240 bis 250° ging das Anhydrid als braungefiarbte Flissigkeit iiber, 
die bald zu einer kristallinen Masse vom Schmelzpunkt 215° (nach 
vorherigem Sintern) erstarrte. Das fein zerriebene Anhydrid lieferte 
beim Versetzen mit konzentriertem Ammoniak neben cinchonin- 
saurem Ammonium in guter Ausbeute das Amid, das nach dem 
Umkristallisieren aus heiBem Wasser unter Zusatz von Tierkohle 
in farblosen, feinen Niadelchen vom Schmelzpunkt 178 bis 179° 
erhalten wurde. 


0,1376 g Substanz: verbrauchten 10,29 cem n/10 KOH (f 0,8077). 
Ce9Hy,O3N,. Gef.: Mol.-Gewicht 331,1. 
Ber.: Mol.-Gewicht 328,12. 





Studien iiber den Kohlenhydratstoffwechsel des Blutes und der 
Organe mit Hilfe einer neuen, kolorimetrischen Methode. 


I. Mitteilung: 


Uber das Vorkommen verschiedener Hexosen neben Glucose im mensehlichen 
Blute und deren Bildung in vitro. 





Von 
Zacharias Dische. 








(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 7. Oktober 1930.) 





A. Einleitung. 


Die Hypothese, daB der anoxybiotische Abbau der Kohlenhydrate 
durch eine Umwandlung derselben in einen besonders reaktionsfahigen, 
aktiven Zucker eingeleitet wird, ist heute allgemein angenommen, 
wenn auch die Ansichten tiber die Natur dieses Zuckers noch nicht 
geklart sind. Diese Hypothese stiitzte sich zunichst auf spekulative 
Uberlegungen tiber die Ursache der diabetischen Stoffwechselstérung 
und erschien durch die Tatsache bestitigt, daB gewisse Organe und 
Organextrakte Glykogen besser als Traubenzucker verwerten. Um 
die Existenz und Bildung dieses aktiven Zuckers nachzuweisen schien 
zunachst kein anderer Weg gangbar als festzustellen, ob die Reduktion, 
die die enteiweiBten Blutfiltrate und Organextrakte aufweisen, mit 
der Drehung der Polarisationsebene, die man an ihnen feststellte, 
unter der Annahme vereinbar ist, daB nur Glucose fiir beide Er- 
scheinungen verantwortlich zu machen sei. 

Diesen Untersuchungen war kein eindeutiger Erfolg beschieden, 
ist doch weder die Reduktion noch die Drehung eine fiir die Zucker 
charakteristische Eigenschaft. Vielmehr gibt es in allen Organen 
Substanzen, die dieselben Eigenschaften aufweisen und iiber deren 
Vorkommen und Umsatz wir nur sehr unvollkommen orientiert sind. 
Dagegen erhielt die umstrittene Hypothese eine Stiitze in den Ergeb- 
nissen der Untersuchungen, die den Umsatz der Phosphorsiure im 


Zusammenhang mit dem KH-Stoffwechsel im tierischen und pflanz- 
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lichen Organismus zum Gegenstand hatten. Seit der Entdeckung 
von Harden und Young an der Hefe und Embdens am Muskel, daB 
der Abbau des Zuckers von Auf- und Abbau von Phosphorsiureestern 
der Zucker begleitet wird, sind diese Phinomene Gegenstand zahlreicher, 
sehr erfolgreicher Untersuchungen geworden. Die Schliisse, die man 
aus den Veranderungen der Phosphorsaéure auf den Umsatz der Zucker 
gezogen hat, litten zwar zundchst unter einer gewissen Unsicherheit, 
da man in den Organen einige andere Koérper aufgefunden hat, die 
ebenfalls Verbindungen mit der Phosphorsaéure eingehen oder dieselbe 
abspalten, aber Meyerhof, Lohmann und Embden haben in der letzten 
Zeit die Methoden der Untersuchung derart vervollkommnet, daB 
heute ohne weiteres der Anteil, den Bildung bzw. Spaltung der Zucker- 
phosphorsaureester an dem Schwund bzw. Erscheinen der freien 
Phosphorsaure in den Organen haben, bestimmt werden kann. Immer- 
hin kann uns das Studium des Phosphorséureumsatzes in den Organen 
(sofern es nicht zur Isolierung der einzelnen Substanzen fiihrt) kein 
volistandiges Bild tiber die Umwandlung der Zucker in den ersten 
Phasen des Abbaues liefern, da wir ja dabei zunichst tiber die Ver- 
anderungen des Zuckermolekiils selbst nicht belehrt werden. Der Weg 
iiber den Vergleich der Reduktion und Drehung im Blut und Organ- 
extrakten schien in dieser Hinsicht aussichtsreicher, war aber aus oben 
dargelegtem Grunde erfolglos. 

Vor einiger Zeit hat nun der Verfasser (1) ein kolorimetrisches 
Verfahren beschrieben, um verschiedene Zucker im Gemisch neben- 
einander nachzuweisen und zu bestimmen. Das Verfahren basiert auf 
der Eigenschaft der Zucker mit konzentrierter Schwefel- und Salzsaure, 
sowie gewissen aromatischen Substanzen, wie Indol, Diphenylamin, 
Naphthol usw. in der Warme gefarbte Reaktionsprodukte zu geben. 
Die Intensitét dieser Farbreaktionen ist nun bei den einzelnen Zuckern 
sehr verschieden. Und zwar ist diese Intensitét der auftretenden Farbe 
bei den einzelnen Zuckern nicht nur verschieden je nach der Reaktion, 
sondern auch nach der Art des Ansetzens derselben, z. B. der Zeit- 
dauer des Erhitzens, der Konzentration der Séure usw. So zeigt z. B. 
die Mannose bei der Reaktion mit Diphenylamin und Salzsaure in 
der Modifikation des Verfassers (1) eine um 36°, stdrkere Farbung 
als eine aquivalente Menge Glucose. Bei der Reaktion mit Naphthol 
und Schwefelséure dagegen in derjenigen Modifikation des Verfassers, 
die in der oben erwihnten Publikation als Naphtbolreaktion I bezeichnet 
worden ist, zeigt die Mannose eine um 60°,, geringere Farbung als eine 
aquivalente Menge Glucose bhervorruft. Es ist klar, daB, wenn man 
eine Lésung, in der Glucose neben Mannose sich befindet, mit einer 
Lésung reiner Glucose von bekannter Konzentration in bezug auf die 
Intensitét der Farbung einmal bei der Diphenylamin-, das andere 
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Mal bei der Naphtholreaktion vergleicht, man im ersteren Male einen 
viel héheren Wert als beim zweiten bekommt und daB man aus dieser 
Verschiedenheit der relativen Farbstirke die Konzentration beider 
Zucker im Gemisch errechnen kann. Ebenso kann man auch sehr 
geringe Beimengungen eines anderen Zuckers in Glucoselésungen auf 
diese Weise nachweisen, wie man es durch Vergleich der Reduktion 
und Drehung einer Lésung tun kann. Zwar diirfte die Intensitat der 
Farbreaktionen in bezug auf kleine Anderungen der Struktur des 
Zuckermolekiils, wie sie sich z. B. in der Mutarotation manifestiert, 
nicht so empfindlich sein, wohl aber sind manche Reaktionen, z. B. 
die Diphenylaminreaktion, bei bestimmter Art der Ausfiihrung gegen 
Anderungen in der Sauerstoffbriicke des Zuckermolekiils empfindlich, 
so daB z. B. Saccharose, Fructose und Neuberg-Ester nicht nur in der 
Intensitaét, sondern auch in der Farbe, differieren. 


Es erschien nun aussichtsreich, diese neue Methode in demselben 
Sinne dem oben besprochenen Problem dienstbar zu machen, wie es 
beim Vergleich der Reduktion und Drehung in Blutfiltraten und Organ- 
extrakten der Fall gewesen ist. Gegeniiber dem letzteren Verfahren 
hatte ja das neue eben den Vorteil, daB die erwihnten Farbreaktionen 
fiir die Kohlenhydrate im Gegensatz zu Reduktion und Drehung bei 
biochemischem Material spezifisch sind. 


Von diesen Uberlegungen ausgehend, habe ich zunichst im Blut 
den Gehalt an Zucker mit Hilfe zweier, von mir angegebener kolori- 
metrischer Methoden bestimmt. Aus mehreren Griinden habe ich zu- 
nachst das Blut zum Gegenstand der Untersuchung gewahlt; und zwar 


1. Das Blut ist der einzige Kérperbestandteil, der uns auch bei lebenden 
Menschen fiir Untersuchungen zur Verfiigung steht, so daB sich die Klinik 
die an ihm gemachten Erfahrungen am leichtesten zunutze machen kann. 


2. Wie schon erwiahnt, steht die Frage der Synthese und Spaltung 
der Hexosephosphorséureester in einem gewissen Zusammenhang mit dem 
Problem der Bildung einer besonders reaktionsfahigen Form des Zuckers 
beim biologischen Abbau desselben. Gerade fiir die erstere Frage versprach 
die neue Methode von einem gewissen Wert zu sein, da sie die bisherigen 
Untersuchungen, die hauptsichlich den Umsatz der Phosphorséure im 
Auge behielten, gewissermaBen von der Seite des Zuckers anzugehen er- 
mdéglichte. Die Erforschung des Umsatzes der Hexosephosphorsiureester 
wurde bisher hauptsachlich am Muskel durchgefiihrt. Wir wissen aber, dai 
der Zuckerabbau im Muskel in vielfacher Hinsicht von demjenigen det 
anderen Organe abweicht, so daB die Untersuchung am Blute von be- 
sonderem Interesse erschien. Dazu kommt noch, daB, wie wir aus den 
Untersuchungen von Embden, Meyerhof (2) und Lohmann wissen, die 
Synthese der Hexosephosphorséureester von dem physiologischen Zustande 
des Organs bei der Untersuchung abhingig ist. Von allen Bestandteilen 
des Koérpers aber kann das Blut am leichtesten unter Bedingungen unter- 
sucht werden, die den physiologischen méglichst ahnlich sind. Das ohne 
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Zusitze gelassene Blut gerinnt zwar, aber die Austauschverhaltnisse zwischen 
Blutzellen und Serum werden dadurch nicht wesentlich verschlechtert. 
Allerdings sind die roten Blutzellen der Siugetiere keine vollwertigen, 
sondern auf dem Aussterbeetat befindliche Zellen. Aber die Erfahrungen 
am Saugetierblut kénnen durch diejenigen z.B. am Vogelblut erganzt 
und kontrolliert werden. 

Die Anwendung der neuen Methode auf das Blut erschien auch aus 
dem Grunde besonders lohnend, weil die Hydrolysenmethode von Lohmann 
fiir Untersuchung des Zuckerphosphorséureesters bei diesem Objekt 
noch nicht verwendet worden ist. Mdéglicherweise miiBte sie fiir diesen 
Zweck eine besondere Modifikation erfahren mit Riicksicht auf die Rolle, 
die nach Jost (3) die Diphosphoglycerinsaéure bei dem Umsatz der Phosphor- 
siure im Blute spielt. 

In der vorliegenden (vorlaufigen) Mitteilung soll zunichst die 
Methodik der Untersuchung geschildert und sollen die ersten Resultate 
mitgeteilt werden, die durch die Anwendung zweier kolorimetrischer 
Verfahren, und zwar der Indol-Schwefelséurereaktion nach Dische- 
Popper (4) und der Diphenylamin-Salzsdéurereaktion in der Modi- 
fikation des Verfasser (1) auf das menschliche Blut ermittelt worden 
sind. Eine genauere Deutung und Analyse dieser Resultate diirfte 
erst durch weitere Untersuchungen, die im Gange sind, erméglicht 
werden. 

B. Methodik. 

Im Blute sind, wie seit langerer Zeit schon bekannt ist, neben 
Glucose in kleiner Menge einige andere Zucker enthalten, iiber deren 
physiologische Bedeutung wir freilich gar nicht orientiert sind. So 
hat Jackson ein Adeninnucleotid aus dem Blute isoliert, das eine Pentose 
enthalt. Die Menge der Pentose berechnet sich nach seinen Angaben 
zu 10 bis 15 mg-°,,. Spater hat Best Lactose in sehr geringer Menge 
und ein pentosenhaltiges Dissaccharid aus dem Blute des Rindes dar- 
gestellt. Da es sich bei der vorliegenden Untersuchung um Nachweis 
von Hexosen neben Glucose handelt, so durfte wenigstens eine der 
angewendeten Methoden nur die Hexosen erfassen, wenn einigermaBen 
eindeutige Resultate erzielt werden sollten. Deshalb wahlte ich als 
die eine kolorimetrische Methode der Zuckerbestimmung die 


a) Diphenylaminsalzsduremethode. 


Schon Jolles hat die Reaktion der Zucker mit Diphenylamin und 
Salzsiure zum Nachweis der Fructose im Harn benutzt, Rothenfusser 
verwendete sie zum Nachweis der Saccacharose, Spater hat van Crefeld 
dieses Verfahren zur quantitativen Bestimmung der Fructose im Blute 
ausgearbeitet. Bei der Arbeitsweise dieser Autoren konnte die Reaktion 
nur auf die Fructose bezogen werden, weil die Glucose bei dieser Aus- 
fihrung der Reaktion keine nennenswerte Farbung aufweist. Ich habe 
dann die Reaktion derart modifiziert, daB auch alle anderen Hexosen 
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damit quantitativ erfaBt werden kénnen. Zu diesem Zwecke werden 
auf, ein Teil der Zuckerlésung zwei Teile des von Rothenfusser an- 
gegebenen Reagens (100 Teile konzentrierte HCl, 80 Teile Eisessig, 
20 Teile 10°,ige alkoholische Diphenylaminlésung) hinzugefiigt und 
das Gemenge je nach Art der Untersuchung 3, 10 oder 30 Minuten 
im siedenden Wasserbad erhitzt. Dabei zeigen die Ketosen eine viel 
stirkere Farbe als die Aldosen, und zwar ist diese Differenz um so 
stirker, je kiirzer erhitzt wird. Nach 3 Minuten langem Erhitzen ist 
z. B. das Verhaltnis der Farbintensitaét Fructose : Glucose 50:1, nach 
10 Minuten nur mehr 27:1, nach 30 Minuten 6,75: 1. Beim Neuberg- 
Ester, der ja zu 80°,, eine Ketose enthalt, sind die Verhaltniszahlen 
nach 10 Minuten 21:1, nach 30 Minuten 5,3: 1, beim Harden- Young- 
Ester nach 10 Minuten 16:1, nach 30 Minuten 5,70: 1. Dagegen sind 
die betreffenden Zahlen bei Mannose 1,15: 1 und 1,36:1. Die Galaktose 
wieder zeigt eine schwichere Farbe als Glucose, indem die Intensitat 
der Reaktion nach 30 Minuten nur 60°, derjenigen der gleichen Menge 
Glucose betrigt. Vergleicht man demnach Lésungen von Ketosen 
mit solchen von Glucose nach 10 Minuten langem und dann nach 
30 Minuten langem Erhitzen, so erhalt man im ersten Falle weit héhere 
relative Werte als im zweiten. Bei Fructose und Neuberg-Ester z. B 
nach 10 Minuten viermal héhere, beim Harden-Young-Ester etwa 
2,8mal héhere Vergleichswerte als nach 30 Minuten. Bei Aldosen ist 
das nicht der Fall. 


Als zweites kolorimetrisches Verfahren zur Zuckerbestimmung im 
Blute verwendete ich die 


b) Indol-Schwefelsduremethode nach Dische- Popper (4) 


mit einer kleinen Modifikation, die ich angegeben habe (1). Bei dieser 
Reaktion zeigen namlich die einzelnen Zucker im Gegensatz zur vorher- 
gehenden verhaltnismaBig geringe Unterschiede in cer Intensitat det 
Farbe. Nimmt man die Farbintensitét bei Glucose 100, so ist sie bei 
Fructose 125, beim Harden-Young-Ester 100, bei Mannose 70, bei 
Galaktose 75. 


Wird bei der Ausfiihrung dieser Reaktion nicht 10 Minuten, wie es 
vorgeschrieben ist, sondern nur | bis 2 Minuten im siedenden Wasserbad 
erhitzt, so zeigen dann die einzelnen Zucker viel gr6Bere Differenzen in 
der Farbintensitaét, und man kénnte natiilich statt der Diphenylamin- 
methode die Indol-Schwefelséurereaktion nach 1 bis 2 Minuten langem 
Erhitzen zur Kontrolle der Reaktion nach Dische-Popper verwenden. 
Da aber das Blut noch Pentosen enthaélt, die bei der Indolreaktion nach 
2 Minuten eine viel starkere Farbintensitét aufweisen als Glucose, so wiirden 
die Resultate weniger eindeutig sein. Wohl aber wird diese zweite Indol 
reaktion zur Ergiainzung der Diphenylaminmethode mit Erfolg heran- 
gezogen werden diirfen. 
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c) EnteiweiBung des Blutes und Ausfiihrung der Kolorimetrie. 


Die EnteiweiBung des Blutes erfolgte in der Weise, daB zu einem 
Teil Blut ein Teil 25°,,ige, zu einem Teil Plasma ein Teil 10°, ige Tri- 
chloressigsiure hinzugefiigt, iiber Nacht stehengelassen und dann ab- 
zentrifugiert wurde. Durch Zusatzversuche mit verschiedenen Glucose- 
mengen wurde festgestellt, daB kein freier Zucker im Niederschlag 
festgehalten wird und daB vor allem im Zentrifugat keine Substanzen 
enthalten sind, die die Indol-Schwefelséure- oder Diphenylaminreaktion 
des Zuckers in ihrer Intensitdt beeinflussen. Die zugesetzten Glucose- 
mengen wurden immer, sowohl nach der einen wie nach der anderen 
Methode, wiedergefunden. 


Bei der Diphenylaminreaktion wurde die Farbintensitét meistens 
sowohl nach 10 Minuten langem wie auch nach 30 Minuten langem 
Erhitzen bestimmt. Als Standard wurde eine 0,05- oder 0,1 °,ige 
Glucoselésung benutzt. 


Die Kolorimetrie wurde auf folgende Weise ausgefiihrt. Die ein- 
zelnen Proben sowie der Standard wurden in graduierten Eprouvetten 
von gleichem Durchmesser im siedenden Wasserbad erhitzt. Von jedem 
Blutfiltrat und der Standardlésung wurder je zwei Proben angesetzt, 
die bei der Ablesung nie um mehr als 3°), differierten. Die einzelnen 
Proben wurden durch Verdiinnen mit einer Leerprobe (also 1 Teil 
destilliertes Wasser +- 2 Teile Diphenylaminreagens) auf Farbengleich- 
heit mit dem Standard gebracht, und aus der Menge der zur Verdiinnung 
verwendeten Fliissigkeit und der urspriinglich vorhandenen in iiblicher 
Weise die Farbintensitaét der untersuchten Lésung ermittelt. Wir 
bezeichnen von nun an die mit Hilfe der Indol-Schwefelsdéurereaktion 
ermittelten Werte in mg-°., als Glucose berechnet als Indolwerte, die ana- 
logen, mit Hilfe der Diphenylamin-Salzsduremethode ermittelten Werte 
als Diphenylaminwerte, und zwar die nach 10 Minuten langem Erhitzen 
im Wasserbad abgelesenen als Diphenylaminwert 10 Minuten, die nach 
30 Minuten abgelesenen als Diphenylaminwert 30 Minuten. 


(. Ergebnisse. 
1. Nachweis des Vorkommens zweier Hexosen neben Glucose im Blute auf 
Grund der Diskrepanz der Indol- und Diphenylaminwerte desselben. 
Zunachst wurden in einem Selbstversuch und bei 36 klinischen 
Patienten! vergleichende Blutzuckerbestimmungen nach den beiden 
Methoden ausgefiihrt. Das Blut wurde durch Venenpunktion unter 


' Fiir die Uberlassung der Blutproben aus der 1. med. Klinik bin ich 
Herrn Prof. Dr. Otto Porges und Herrn Dr. Otto Sternberg zu besonderem 
Dank verpflichtet. 
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Stauung gewonnen und die Gerinnung durch 0,5°,, Fluorid oder Citrat 
verhindert. Vom Zeitpunkt der ieieesianbans bis zur Fillung der 
Blutproben verging im allgemeinen eine halbe bis eine Stunde, da die 
Verarbeitung des Materials im Laboratorium des physiologischen In- 
stituts vor sich ging. Durch einige orientierende Versuche tiberzeugte 
ich mich, daB wahrend dieser Zeit im Blute keine Anderungen vor 
sich gegangen waren, die den Ausfall der Bestimmung nach der Di- 
phenylamin- und Indolmethode grundlegend beeinfluBt hatten. So 
zeigte die Diphenylaminreaktion im Citratblut zweier Ca-Kranker: 





Diphenylaminreaktion 
Indolreaktion 


nach 10’ nac ‘ho 30° 


1. a) Sofort nach Entnahme .. . 145 155 1413) me % als 
b) Nach 1 Std. eee 7 wed 177 173 i . | > NB 

2. a) Wie oben. . . Sepia 229 184 || gg | berechnet 
OP ee ng) a5 222 185 | 


Die Indolreaktion zeigt beim Stehen des Citratbluts bei etwa 20° 
eine Abnahme von etwa 3 bis 5 mg-°,, pro Stunde. Wie wir sehen 
werden, sind diese kleinen Verdnderungen fiir die Beurteilung unserer 
Befunde ohne Bedeutung. | 

In der Tabelle I sind die Befunde an den 37 Fallen zusammen- 
gestellt. Da es sich um klinisches Material handelt, so kann nur ein 
Teil der Falle als normal, d.h. ohne Stérung des Kohlenhydratstoff- 
wechsels bezeichnet werden, namlich diejenigen, die an geringfiigigen 
Darmstérungen, wie etwa Obstipation, chronischer Enteritis, Ulcus 
ventriculi, Urticaria litten. Daneben sind vier Fille von Diabetes, 
sieben Falle von Ca mit Kachexie und einige andere Fille untersucht 
worden. Zum Verstindnis der Tabelle sei folgendes hinzugefiigt : 

In der Kolonne I sind die Blutzuckerwerte (als Glucose berechnet) 
nach der Indolmethode verzeichnet, unter II die Diphenylaminwerte 
nach 10 Minuten langem Erhitzen, unter III nach 30 Minuten. Unter 
IV sind die absoluten Differenzen zwischen Il] und I verzeichnet. 
Diese letzten Zahlen sind als MaB der Diskrepanz zwischen der Di- 
phenylaminreaktion und Indolreaktion, zugleich als ein (willkiirliches) 
MaB fiir die Menge des der Glucose im Blute beigemengten Zuckers 
zu betrachten. 


Aus der Tabelle ist folgendes zu ersehen: Bei allen 38 Fallen ist 
der Diphenylaminwert fiir den Blutzucker sowohl nach 10 wie nach 
30 Minuten langem Erhitzen ein wesentlich héherer als der Indolwert. 
Die Differenz der Werte HI —I schwankt auBerordentlich stark 
zwischen 10 und 172 mg-°,, Glucose oder prozentuell zwischen 10 
und 147°, des Indolwertes. Hierbei lassen sich aber unter den ein- 
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Tabelle I. 





tes a 5 


; ee iff ‘ 
Diagnose Indol- wert Differenz 3—1 Bemerkungen 





” werte nach 10’ nach 7 PARSE masa 
3 + mg %o |} %g 

= in mg ° lo Cineeee Glucose) von 1 
1\ Normalfall ...... 100 | 130 30 30 
Bi Oletip.. . 2 ec we 106 | 116 10 10 
|| Hysterie ....... 93 | 143 50 57 
4 Normalfall ...... 93 105 12 13 | 
5 - a ee a 93 110 17 18 | 
6 Urticaria. ...... 87 105 18 20 
it. Sree 86 116 30 34 

8 Normalfall ...... | 96 122 26 27 
9 Re ee 94 120 120 26 28 
10 Fieberhafte Enteritis. . 86 | 120 119 33 38 
11. Normalfall . ..... 78 146 113 35 44 
12 ; oo ee - | 107 | 40 | 98) 12 | 28 
13 Apicitis Adnextumor. . 98 | 146 157 59 60 
14 Polyeythimie. ... . 90 | 232 | 220 1380 | 447 
15 - cea 121 | 157 165 44 37 


16 Lymph. Leukimie. .. | 140 | 180 | 189 49 35 
17. Perniziése Aniamie. . . 100 200 150 50 50 


18|| Nephritis. ...... 113 142 167 54 48 

19 Nephrosis ...... 105 140 147 42 40 

20 Aorteninsuffizienz . . . 100 150 122 22 22 

21 Arteriosklerose .... 159 176 195 45 

22 Myatonie. . . ed 120 161 170 50 42 

23 Myodystrophie . . 93 | 128 | 125 32 45 

24 Amyotroph. L ateralskler. 128 239 218 90 70 

25 Normalfall ...... 95 163 166 71 

26 Diabetes. ...... 233 264 31 13 | Liptimie, Ace- 

27 i ee on eee 220 415 355 51 23 tonurie. 

28 e oe ee 199 278 243 92 49 

29 Ps re we em 378 423 550 172 45 Kreislaufinsuf- 
fi 

soi . ....... | 260 | 810 | s60 | 110 | 42 |\taentiock mit 

$1|| Ca. ventr. ...... 87 165 138 | 51 58 || 29, 2 Wochen 

82/| , .. «ees | 190 | 180} 212°) 92 | 9 |] Bae, & 

88i| , a UN Sad es 110 216 159 49 45 

ee 113 177 173 60 53 

Opn «WE so 0. + % 68 169 120 52 75 

86|| Portio Ca. ...... 99 | 222 184 85 85 

iy 99 | 110 115 16 26 

38 Ca. d. Pankreas. ... 83 120 120 37 45 


zelnen Fillen zwei Gruppen feststellen, die sich voneinander grund- 
legend unterscheiden: In der einen Gruppe sind die Diphenylamin- 
werte 10 Minuten etwa gleich denjenigen nach 30 Minuten oder sogar 
in einigen wenigen Fallen betrachtlich kleiner, in der zweiten kleineren 
Gruppe sind die Werte der Diphenylaminreaktion nach 10 Minuten 
bedeutend gréBer als nach 30 Minuten. Zu der ersten Gruppe gehéren 
die meisten Fille, die wir als normal angenommen haben, drei von den 
vier Diabetesfallen und vier von den acht Ca-Fallen (von diesen vier 
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war in einem Falle die Ca-Diagnose zweifelhaft, in einem zweiten 
Falle handelt es sich um ein operables Ca recti bei einem 26jahrigen 
Madchen, in einem dritten Falle um ein operables Ca der Portio, wihrend 
die vier Fille der zweiten Gruppe durchweg inoperable Ca mit schwerer 
Kachexie waren). Nun ist es, wie oben erértert wurde, fiir die Ketosen 
charakteristisch, daB im Vergleich mit Glucose bei ihnen die Dipheny]- 
aminreaktion nach 10 Minuten langem Erhitzen viel starker ausfallt 
als nach 30 Minuten. Dies entspricht dem Verhalten des Blutes in 
der zweiten Gruppe der in der Tabelle I zusammengestellten Fille, 
und so werden wir zu dem SchluB gedringt, daB in diesen Fallen neben 
der Glucose sich im Blute eine Ketose befindet. Bei den Fallen der ersten 
Gruppe dagegen miissen wir das Vorhandensein eines Zuckers, wahr- 
scheinlich einer Aldose von ganz unbekannter Konstitution, annehmen. 
Diese besitzt die Eigentiimlichkeit, daB die Intensitét der Diphenyl- 
aminreaktion wesentlich starker ist, als es bei der Glucose der Fall 
ist, wahrend die Indolreaktion von ungefihr derselben GréBe ist wie 
bei der Glucose. Man k6énnte natiirlich auch daran denken, daB um- 
gekehrt die betreffende Aldose sich in bezug auf die Diphenylamin- 
reaktion von der Glucose wenig unterscheidet, dafiir aber eine viel 
schwachere Indolreaktion aufweist, aber diese Annahme ist unhaltbar, 
denn die Indolwerte stimmen ungefihr mit den Werten iiberein, die 
sich aus der Kombination der bewahrten Reduktionsmethoden und 
der Vergarung fiir den Blutzucker ergeben. Ist aber bei den Fallen 
der ersten Gruppe neben der Aldose noch die Ketose enthalten? Wir 
miissen aus folgendem Grunde annehmen, dab es der Fall ist: Wahrend 
bei den meisten Fallen der ersten Gruppe der Diphenylaminwert 
10 Minuten mit demjenigen nach 30 Minuten tbereinstimmt (wobei 
die kleinen Schwankungen nach oben und unten innerhalb der Fehler- 
grenze der Methode liegen), verbalt es sich in einigen wenigen Fallen 
(besonders deutlich im Falle 29) ganz anders. Hier findet man nach 
30 Minuten einen wesentlich béheren Blutzucker (als Glucose berechnet) 
als nach 10 Minuten. Wollen wir nicht annehmen, daB in diesen Fallen 
wiederum eine andere Aldose vorliegt als sonst, so kénnen wir diesen 
Befund nur so deuten, daBb bei den Fallen der ersten Gruppe immer 
ein Gemenge einer Aldose und einer Ketose vorliegt. Da die Ketose 
nach 10 Minuten eine relativ zur Glucose viel stairkere Reaktion auf- 
weist als nach 30 Minuten, die Aldose aber sich umgekehrt verhalt, 
so resultiert aus der Uberlagerung der von der Ketose und von der 
Aldose herriihrenden Reaktion, daB die relative Farbstarke nach 10 
und nach 30 Minuten ungefahr gleich ist. Verschiebt sich das Gleich- 
gewicht nach der Seite der Ketose, so resultieren die Falle der 
zweiten Gruppe. Im entgegengesetzten Falle das Verhalten der 
Fille 18, 21, 29. 
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Wir werden von nun an die hypothetische, neben Glucose im Blute 
befindliche Aldose als Zucker A, die Ketose als Zucker K bezeichnen. 
Die beiden Zucker zusammen werden wir als die ,,Nebenzucker“ des 
Blutes bezeichnen. 

2. Verhalten der Nebenzucker des Blutes bei alimentdrer Hyperglykdmie und 
Insulinhypogl ykdmie. 

Erscheint es also als tiberaus wahrscheinlich, daB sich im Blute 
eine Aldosehexose unbekannter Konstitution befindet, so sind wir iiber 
deren Menge natirlich ganz im unklaren. Unter diesen Umstianden 
muB man an die Méglichkeit denken, daB vielleicht der Blutzucker 
‘gu einem betrachtlichen Teil oder sogar in manchen Fallen im vollen 
Umfang nicht die gewéhnliche Glucose ist, sondern eine unbekannte 
Modifikation derselben, die sich eben dadurch auszeichnet, daB sie 
die Diphenylaminreaktion wesentlich starker gibt als die gewéhnliche 
Glucose. Nun wird heute allgemein angenommen, daB die nach Ein- 
nahme von Traubenzucker per os auftretende Hyperglykiamie nur 
zum Teil auf den direkten Ubergang des Traubenzuckers aus dem 
Darm in die Blutbahn, zum Teil dagegen auf eine reflektorisch be- 
dingte Ausschiittung einer Hexose, wie angenommen wird von Trauben- 
zucker, seitens der Leber zu beziehen ist. Da der Blutzucker im 
niichternen Zustande ja ebenfalls aus der Leber stammt, so miiBte, falls 
derselbe tatsachlich nicht die gew6hnliche Glucose ware, nach Zucker- 
belastung im Blute der Zuwachs an Zucker nach der Diphenylamin- 
methode gréBer sein als nach der Indolmethode. Von dieser Uber- 
legung ausgehend, habe ich bei einer Reihe von Fallen im Blute sowohl 
im niichternen Zustande wie auch 1 Stunde nach Belastung mit 50 g 
Traubenzucker die Blutzuckerbestimmung nach beiden Methoden aus- 
gefiihrt. Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe sind in der Tabelle IT 
zusammengestellt. Da aber manche Autoren auch eine Beeinflussung 
des im Blute befindlichen Zuckers im Sinne einer Umwandlung in 
eine reaktionsfihigere Form durch Insulin angenommen haben, habe 
ich auch in einigen Fallen die zwei kolorimetrischen Methoden auf 
das Blut bei Insulinhypoglykimie angewendet. Diese Versuche sind 
in der Tabelle III zusammengefaBt. 

In der Tabelle II stehen unter 1 die Indolwerte vor der Belastung, 
unter 4 diejenigen nach der Belastung, unter 2 und 3 die zu 1 ge- 
hérigen, unter 5 und 6 die zu 4 gehérigen Diphenylaminwerte, 
und zwar nach 10 und nach 30 Minuten Erhitzungsdauer. Unter 7 
finden wir die Differenz 3 minus 1 (als Glucose berechnet). Unter 8 
finden wir die Differenz 6 minus 4. 

Bei Betrachtung der Tabelle fallt es auf, daB sich unter den Fallen 
zwei Gruppen sondern. Bei acht von den zehn Fallen stieg der 
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Tabelle II. 


Indol- und Diphenylaminwerte bei alimentairer Hyperglykiamie. 





1 2 3 4 5 6 q 8 
Diagnose el Diphenylamin- | wie 1, | Wie 2, Viner’ | Dige- | Difte- 
= Re. 10’ 30’ aber 1h nach — 7 $4 
= lastung vor Belastung Belastung lastung 
1|| Hysterie. ... 93 143 145 191 | 50 46 
2 Normalfall. . . 93 105 155 164 12 i) 
3 Anaemia pernic. 100 200 | 150) «130 | 200 170 50 40 
4 Urticaria ... 87 195 92 119 18 18 
5|| Ca. recti ... 78 110 115 243 | 259 282 37 39 
6 Leukimie .. . 140 180 189 222 292 273 49 51 * 
7 Ca. Pankreas . 83 120 120 156 | 207 183 37 27 
8 Prurigo, Ulcus 
duodeni. . . 86 116 153 217 30 64 
9 Diabetes. . . . 233 264 346 380 31 34 
10 Normalfall. . . 78 146 113 151 210 264! 83935 113 


Diphenylaminwert nach der Belastung um eben denselben absoluten Betrag 
wie der Indolwert, d. h. die in der Kolonne 7 verzeichnete Differenz 
zwischen dem Diphenylaminwert und Indolwert, die als MaB der bei- 
gemengten Aldose dienen kann, vor der Belastung ist ebenso grob 
wie die in Kolonne 8 stehende analoge Differenz nach der Belastung. 
(Die kleinen Differenzen liegen innerhalb der Fehlergrenzen.) Bei zwei 
Fallen aber ist es anders. Beim Fall 8 (30jahrigem Mann mit Prurigo 
und Uleus ventr.) stieg die Differenz von 30 nach Belastung auf 64, 
also auf mehr als das Doppelte. Beim Fall 10 (54jahriger Frau ohne 
besonderem Befund) von 35 auf 113!, also mehr als das Dreifache, 
wahrend der Indolwert von 78 auf 151, also nicht einmal auf das 
Doppelte, stieg. Demnach ergibt sich, daB in den ersten acht Fallen 
der nach Belastung in der Blutbahn erschienene Zucker relativ zur 
Glucose gleich starken Indol- und Diphenylaminwert hat, mithin 
(soweit sich daraus schlieBen laBt) mit dem gewéhnli¢hen Trauben- 
zucker identisch sein dirfte. Die Diskrepanz zwischen Indol- und 
Diphenylaminwert scheint also keineswegs etwas fiir den aus dem 
Organismus stammenden Zucker eigentiimliches zu sein, sondern auf 
der Beimengung einer bisher unbekannten Aldohexose zu beruhen. 
Wenn in den Fallen und 10 dagegen nach Belastung eine Zunahme 
der Differenz Diphenylaminwert—-Indolwert eintritt, die sogar tiber 
das Mab der gleichzeitigen prozentuellen Steigerung der Indolwerte 
hinausgeht, so muB man offenbar so deuten, daB in diesen Fallen 
gleichzeitig mit dem Traubenzucker auch die andere Aldose ins Blut 
ubertritt. 

In der Tabelle II] sind unter 1 und 4 Indolwerte vor und eine 
Stunde nach Jnsulininjektion, unter 2 und 3 sowie 5 und 6 jeweils 


12* 
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Tabelle III. 


Indol- und Diphenylaminwerte nach Insulininjektion. 





1 2 3 + 5 6 7 ~ 
Diagnose —_ —— Wie 1 | Wie 2} Wie 3, 3-1 | 6—4 
= To 10’ | 30" 1h nach Insulin- in mg Jo 
om injekt. | vor Insulininj. injektion Glucose 
1 Diabetes. aa 220 415 271 172 300 228 51 56 
2|| Prurigo.... 153 217 59 69 64 10 
3 Hysterie. ... 92 144 59 82 52 23 
4 Normalfall. . . 101 152 116 53 67 
5 Diabetes. . . . 199 278 282 106 114 130 92 24 
6 F = eo 378 423 | 550 346 406 507 172 161 
7 Polycythamie. . 121 | 157 165 90 | 112 | 112 44 22 


die beiden Diphenylaminwerte vor und nach der Insulininjektion. 
7 und 8 die Differenzen Diphenylwert—Indolwert vor und nach 
Insulininjektion. 

Von den sieben Fallen der Tabelle war in zweien, namlich 1 und 4, 
die relative Diphenylaminreaktion nach 10 Minuten weit starker als 
nach 30 Minuten. Hier war also hauptséchlich eine Ketose neben 
Glucose enthalten. Von den anderen fiinf waren zwei Fille von 
Diabetes, ein Fall von Prurigo im Zustande alimentarer Hyperglykamie, 
2. ein Fall von Polycythimie und ein Normalfall. Sowohl bei den 
Fallen 1 und 4 wie bei vier von den iibrigen fiinf Fallen sank die 
Differenz: Diphenylaminwert—Indolwert prozentuell weit starker unter 
Insulinwirkung als der Indolwert selbst. Nur im Falle 6 (Diabetes) 
sank diese Differenz ungefaihr in eben dem MaBe wie der Indolwert. 
Es ergibt sich sonach, daB die beiden neben Glucose im Blute enthaltenen 
Hexosen unter Insulinwirkung in stirkerem MaBe aus dem Blute ver- 
schwinden als die Glucose selbst. 

Unter diesen Umstianden miissen wir die bei alimentarer Hyper- 
glykaimie erzielten Resultate mit Vorsicht beurteilen, da sie méglicher- 
weise als Ausdruck der Uberlagerung zweier entgegengesetzt wirkender 
Einfliisse, nimlich einerseits der zur Hyperglykamie fiihrenden Prozesse, 
andererseits der gleichzeitig einsetzenden Insulinamie zu betrachten sind. 


3. Verhalten der Nebenzucker des Blutes bei der Glykolyse. 


Wie verhalten sich nun die, beiden ,,Nebenzucker“‘ des Blutes 
gegeniiber dem glykolytischen Ferment desselben? Diese Frage prifte 
ich an elf Blutproben, indem ich dieselben durch 2 Stunden bei 38° 
belieB und die Abnahme der Diphenylamin- und Indolwerte feststellte. 
Die Resultate sind in Tabelle IV verzeichnet. In Kolonne 1 Indolwert, 
2 und 3 die entsprechenden Diphenylaminwerte am Anfang, 4, sowie 
5 und 6 die analogen Werte nach zweistiindiger Glykolyse bei 38°. 
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Von den elf Fallen zeigten fiinf eine deutliche Abnahme der 
Differenz : Diphenylamin-Indolwert durch die Glykolyse ; in den Fallen 5 
und 11 war keine solche Abnahme zu finden, in den iibrigen Fillen 
war sie sehr klein. Bei den meisten der Faille der ersten Gruppe 
war aber leider die Diphenylamin - Indoldifferenz von Anfang an 
klein, so daB die quantitativen Resultate mit groBer Unsicherheit 
behaftet sind. Diese Fille zeigen nur, daB die Nebenzucker vom glyko- 
lytischen Ferment jedenfalls angegriffen werden. In den Fallen 3 und 9, 
in denen die Diphenylamin-Indoldifferenz von Haus aus ziemlich 
groB war, zeigt sich, daB dieselbe relativ starker infolge Glykolyse 
abgesunken ist als die zugehérigen Indolwerte. Man muB bedenken 
daB bei Koérpertemperatur nicht nur eine Zerstérung, sondern wahr- 
scheinlich auch eine Neubildung der Nebenzucker erfolgt, wodurch 
die Inkonstanz der Resultate erklirt werden kann. 


Verteilung der ,Nebenzucker“ auf Blutkérperchen und Plasma. 


In drei Fallen wurde endlich die Verteilung der Nebenzucker 
auf Blutkérperchen und Plasma untersucht. Das Ergebnis findet 
man in Tabelle V. Unter 1 bis 3 die Indol- und Diphenylaminwerte 
des Gesamtblutes, unter 4 bis 6 die analogen Werte im dazugehérigen 
Plasma. 

Tabelle IV. 


Indol- und Diphenylaminwerte nach 2 Stunden Glykolyse bei 38°. 





1 2 3 4 5 6 7 x 
Diagnose Indol- | Diphenylamin- | wie 1 | wie 2| Wie 3| pige- | Diffe- 
werte ‘ 
= 10’ 30" nach 2h Aufenthalt oe ree 
£ am Anfang bei 38° — _ 
1) Normalfall. . . 106 116 79 84. 10 5 
2| Hysterie. . . . 93 _ 148 72 95 50 23 
3 ». n. Belast. 145 191 109 138 46 29 
4 Normalfall. .. 93 105 72 75 12 3 
5 P a 93 110 68 90 17 22 
6 Anaemia pernic. 100 =. 200 | «150 68 165 | 412 50 44 
| oe . 
_ nach Belast. . 130 §=.200 170 109 165 150 40 41 
8|| Prurigo. .. . 86 116 34 50 30 16 
9) . 4n. Bel. 153 217 78 104 64 26 
10'| Normalfall, Bel. 


+ Insulinin). . 59 82 31 42 23 
Ca. . 
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Tabelle V. 
Indol- und Diphenylaminwerte in Blutkérperchen und Plasma. 





1 2 3 4 5 6 7 8 

Diagnose indol- | Piphenylamin- | wie 1 | wie2| Wie 3! pite- | Ditte- 
de werte 10’ 30! renz renz 
3 ‘ im Plasma 3-1 6—4 
x im Blute 
1 | Normalfall. . . 86 120 119 | 69 120 104 33 35 
2) . : 95 | 82 
3 | é rar 93 140 | 86 125 125 47 39 
a oe 79 130 135 56 


Man ersieht aus der Tabelle, daB die betreffenden Zucker im Plasma 
in ungefihr derselben Konzentration enthalten sind wie im Gesamtblut. 


4. Bildung der Nebenzucker im Blut in vitro. 

Die bisherigen Ergebnisse zeigen, daB den beiden Nebenzuckern 
im Blute eine gewisse Bedeutung im Kohlenhydratstoffwechsel des 
Organismus zukommen diirfte. Die Resultate der Glykolyseversuche 
erwecken auch den Eindruck, als ob dem Blute neben der Fahigkeit, 
die Nebenzucker zum Verschwinden zu bringen, auch die ihrer Neu- 
bildung zukommen wiirde. Diese Erwagungen sowie die Feststellurgen 
von Robison (5) c.s. und Lawaczek (6), daB im Blute beim Stehen 
bei Zimmertemperatur anorganischer P verschwindet, was die Autoren 
als Synthese von Hexosephosphorsaureestern deuten, lieBen die Frage 
entstehen, ob nicht im Blute beim Stehen in der Kalte oder Brutofen- 
temperatur und gleichzeitiger Ausschaltung der Glykolyse die un- 
bekannte Aldose bzw. Ketose sich bildet. Um diese Frage zu studieren, 
habe ich zunachst in einer Versuchsreihe Blut durch Zusatz von 0,5 °, 
NaF ungerinnbar gemacht, von jedem Falle eine Probe sofort mit 
Trichloressigsiure gefallt und eine andere Probe durch 5 Stunden bei 
Zimmertemperatur oder 2 Stunden im Brutofen be* 38° stehen lassen. 
In beiden Proben wurde dann die Differenz Diphenylamin-Indolwert 
ermittelt. Das Blut war im allgemeinen nicht steril, da bei so kurzer 
Versuchsdauer erfahrungsgemaB keine Falschung der Resultate durch 
Bakterieneinflu8B zu befiirchten ist. Trotzdem wurden einige Versuche 
auch mit sterilem Blut ausgefiihrt, die zu keinem anderen Ergebnis 
fiihrten, als die anderen Versuche. Die Versuche mit NaF bei Zimmer- 
temperatur sind in Tabelle VI, bei 38° in Tabelle VII zusammen- 
gestellt. In diesen Tabellen sind wiederum unter 1 bis 3 die Indol- 
und Diphenylwerte am Anfang, in 4 bis 6 dieselben Werte, nachdem 
das Blut bei 20° gestanden hat. 

Die Ubersicht der in den Tabellen verzeichneten Versuche zeigt 
mit groBer Deutlichkeit, daB beim Stehen des Fluoridblutes bei Zimmer- 
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Tabelle VI. 
Indol- und Diphenylaminwerte im Fluoridblut, das 5 Stunden bei Zimmer- 
temperatur gestanden hat. 








1 2 3 4 5 6 7 ~ 9 
Diagnose Indol- | DiPhenylamin- Wie | Wie3 Differenz 
a) werte 10’ 30’ a in mg ° 9 Glucose 
am Anfang Versuches 4—2 | 5-3 | 4-1 5-1 
1 Polyeythamie . . 121 157 165 490 240 3833 75 = 3869 119 
2|| Ca. ventr. ... 68 169 120 240 133 91 13 192 65 
3  Atherosskler. . . 150 176 195 304 195) 128 0 | 154 45 
4  Nephrosis. . . . 105 140 | 147 | 389 181 | 199 | 35 | 234 76 
5 Nephritis. . . . 113 142 167 290 180 148 13.) 177 67 
6 Myodegener. . . 86 | 128 125 | 285 | 172 | 157 | 47 | 290/| 86 
7 Normalfall . .. 95 163 166 318 191 155 25 223 96 
8 | Fieberh. Darmalg. 86 120 119 283174) 163 55 = 197 88 
9|| Diabetes. . . . | 378 | 423 «550 550 615 | 127. 65 
Tabelle VII. 
Wie in Tabelle VI, aber 2 Stunden bei 38° gestanden. 
Fall Diagnose 1 2 3 4 5 sy 3 ~ 4 
| 

1 N Mh ie ac 120 | 180 | 212 | 255 202 135 | 82 
Oe 77 | 195 | 128 | 250 | 182 | 173 | 55 

38 | | Panter. . . 83 120 | 120 | 290 157 117 | 74 

4 || , ventr.. .. | 113 | 216 | 159 | 260 150 147 | 37 

5 || Leukamie. . . 140 +180 189 286 189 146 | 49 


temperatur (20 bis 22°C) oder Kérpertemperatur eine gewaltige 
Steigerung des Diphenylaminwertes (bei gleichbleibendem betreffendem 
Indolwert) eintritt. Und zwar steigen die Diphenylaminwerte nach 
10 Minuten weit starker an als nach 30 Minuten, der gebildete Zucker 
ist also vollstaindig oder in tiberwiegendem MaBe eine Ketose. Ob es 
dieselbe Ketose ist, die auch sonst primar im Blute anzutreffen ist, das 
ist vorlaufig nicht zu entscheiden, wenn es auch sehr wahrscheinlich 
erscheint. Die Differenz zwischen den Diphenylaminwerten 10 Minuten 
vor dem Stehen und nach dem Stehen des Blutes ist in Kolonne 7, 
dieselbe Differenz nach 30 Minuten in Kolonne 8. Diese Differenzen 
kénnen als Maf fiir die Menge der gebildeten Ketose dienen. 

Es ware nun mdglich, daB die Bildung der Ketose im Fluorid- 
blut nicht durch die Hemmung des glykolytischen Prozesses in einer 
bestimmten Phase allein, sondern auf einer Schaidigung des glyko- 
lytischen Ferments beruht. Wir wissen ja nichts dariiber, inwieweit 
das Fluorid das glykolytische Ferment des Blutes schadigt, aus diesem 
Grunde habe ich noch eine, der vorigen gleiche Versuchsreihe durch- 
gefiihrt, bei der aber die Gerinnung der Blutproben nicht durch Fluorid, 
sondern 0,5°,, Citrat verhiitet wurde. Das Citrat hemmt bekanntlich 
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die Glykolyse des Blutes gar nicht, aber es schédigt auch nicht das 
glykolytische Ferment, da z. B. nach mehrstiindigem Stehen des Citrat- 
blutes bei Zimmertemperatur nachtragliches Einbringen des Blutes 
in den Brutofen die Glykolyse mit derselben Intensitaét wieder in Gang 
bringt, wie es in der Probe der Fall ist, die sofort nach Entnahme bei 
Koérpertemperatur gehalten wird. Die Ergebnisse dieser Versuchs- 
reihe sind in Tabelle VIIT zusammengefaBt. Die Bezeichnung der 
Kolonnen 1 bis 8 entspricht derjenigen der Tabelle VII. 


Tabelle VIII. 
Indol- und Diphenylaminwerte im Citratblut, das 5 Stunden bei Zimmer- 
temperatur gestanden hat. 





1 2 3 4 5 6 
Fall Diagnose aa | Indol- —— 
werte 1 oy werte 10’ 39! 
nach 5h Stehen 
am Anfang in Zimmertemperatur 
1 || Normalfall ........ 94 120 120 | 63 163 122 
Rh | re 88 162 131 70 = 272 149 
PWIND ks. ie) She ers 98 146 157 73 196 168 
@ |) NOOMIAIEN «5 ee ee 78 146 113 78 212 123 
5 . 27° gestanden .°. 107 140 | 118 | 67 | 200 |) 110 
ST gn ss a Aer 235 142 
7 | Arteriosklerose APs gh. ge 150 176 195 304 195 
8 | Aorteninsuffiz, ...... 100 150 122 238 
9 | Nephrose . . sy vay 105 140 147 339 181 
10 Nephritis . . . Tears 113 142 147 290 180 
11 || Polycythamie ....... 90 | 220 | 282 520 230 
12 | * a 157 165 68 236 135 
18 | Leukamie. ........ 140 180 189 83 | 96 90 
14 | Fieberh. Darmaffekt . .. . 86 120 119 65 233 133 
15 | Myodystrophie. ...... 86 128 | 125 71 167 97 
16 || Amyotrophie ....... 126 218 | 234 394 9254 
17 || Myatonie. ........ 93 132 | 141 294 200 
8 Ee 87 165 138 69 193 133 
19 110 »=185 149 90 8310 160 
20 97 310 209 
21 99 389 | 257 
8 ae 113 177 173 113 281 167 
rn. 4G Oe 5k he ee 68 | 169 | 120 42 281 114 
oe | » @ pottio ... . 2 es 99 | 222 185 78 295 196 
ae ae ee 99 110 115 78 235 125 
26 | Diabetes ......... 190 278 | 282 156 462 310 
27 |) 260 310 | 370 542 89444 


Wie wir aus der Tabelle sehen, bildet sich die Ketose auch beim 
Stehen des Citratblutes, wenn auch in etwas schwacherem Grade, 
was aber darauf zuriickzufiihren sein diirfte, da8 ja im Citratblut 
zugleich mit der Bildung der Ketose auch ein Abbau derselben wie auch 
der Glucose stattfindet. Berechnet man den Abbau aus der Differenz 
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der Indolwerte am Anfang und nach 5 Stunden und addiert ihn zu 
dem nach 5 Stunden erhaltenen Diphenylaminwert, so erhalt man 
wesentlich héhere Werte. Auch diese Werte sind Minimalwerte und 
sicher zu klein, da ja auch die praformierten Nebenzucker beim Stehen 
des Blutes mindestens ebenso stark abgebaut werden wie die Glucose, 
dieser Abbau sich aber nur in den Diphenylaminwerten in nennens- 
wertem Grade, nicht aber in den Indolwerten ausdriickt. Aber auch 
diese Minimalwerte zeigen, daB die Bildung der Ketose beim Stehen 
des Citratblutes im groBen und ganzen ebenso stark vor sich geht wie 
im Fluoridblut. Nur der Fall 13 der Tabelle VIII, der dem Fall 5 der 
Tabelle VII entspricht, zeigt keine Bildung der Ketose im Citratblut 
bei 20°, waihrend im Fluoridblut eine solche bei 38° zu sehen ist. Hier 
handelte es sich aber um eine lymphatische Leukimie mit 300000 Lym- 
phocyten pro Kubikmillimeter. Schon bei 20° trat hier eine intensive 
Glykolyse ein. Offenbar bauen die Lymphocyten des Leukimiker- 
blutes die Ketose rascher ab (oder eine Vorstufe derselben), als sie sie 
bilden im Gegensatz zu den roten Blutzellen. 


5. Bildung der Nebenzucker aus zugesetzter Glucose. 


Nunmehr entstand noch die Frage, ob die nachgewiesene Bildung 
der Ketose aus der Glucose des Blutes erfolgt oder etwa aus irgend- 
einem anderen, in kleiner Menge im Blute befindlichen Zucker. Man 
konnte etwa daran denken, da nur die im Blute von Haus aus neben 
Glucose etwa enthaltene Aldose die Quelle der Ketosenbildung sei. 


x 


Deshalb wurde in einer Anzahl von Fallen der EinfluB eines Zusatzes 


Tabelle IX. 


EinfluB8 des Glucosezusatzes auf Indol- und Diphenylaminwerte des Cit rat- 
blutes bei 5 Stunden langem Stehen bei Zimmertemperatur. 





1 2 3 4 5 Se” 7 8 
Diphenylaminwerte Zunahme des 
Fall Diagnose 10’ 30° 10’ 30’ Diffe- Diffe- Diphenylamin- 
renz Wertes iiber den 


in Probe >| in P ’ it renz 
in Proben ohne in Proben mi der zugesetzten 


Glucosezusatz 3-1 4—2 Glucose entspre- 
nach 5h Stehen bei Zimmertemp. chenden Wert 
1 Normalfall . . 272 140 546 350 274 210 149 85 
2 ‘ iv 258 163 467 343 209 180 84 80 
3 < — 200 110 428 264 228 154 128 54 
4 Ca. ventr. .. 193 133 318 291 125 158 0 33 
5 ~ MN. . 235 125 389 327 154 202 39 77 
6 | Myodystrophie 171 122 | 324 247 153 125 53 25 
7 | Ca. d. Portio . 295 196 481 370 186 174 61 49 
Bemerkungen: Der Glucosezusatz betrug in allen Fallen bis auf 3. und 6. 0,125 °/o, in 


den Fallen 3. und 6. 0,1 %/». Die zugesetzte Glucose wurde beim Stehen des Blutes nicht 
angegriffen, so dai die Indolwerte der Proben mit Zusatz um eben 0,125 °/9 bzw. 0,100 °/5 
héher sind als die der Proben ohne Zusatz. 
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von 0,1 bis 0,125 °,, Glucose zum Blute auf die Menge der bei 5 Stunden 
langem Stehen gebildeten Ketose gepriift. Die Tabelle 1X enthalt 
die bei diesen Versuchen ermittelten Werte. 

Bei diesen Versuchen wurde folgendermaBen verfahren: Von je 
zwei Citratblutproben zu je 2cem in jedem Falle wurde die eine mit 
0,2cem oder 0,25 einer 1°,igen Glucoselésung versetzt, waihrend die 
andere mit derselben Menge 0,15 °,iger Na Cl-Lésung versetzt wurde, und 
beide Proben durch 5 Stunden bei 20° stehengelassen; sodann wurden 
beide Proben enteiweibt und die Zuckerbestimmungen ausgefiihrt. 
Wie die Zahlen der Tabelle IX (in der die Kolonne 1 und 2. die 
Werte Diphenylaminwerte 10 und 30 Minuten in den Proben ohne 
Zusatz, 3 und 4 diejenigen nach Zuckerzusatz, 7 und 8 die Di- 
phenylaminwerte 10 und 30 Minuten fiir den aus zugesetzter Glucose 
gebildeten Nebenzucker bedeuten) zeigen, war in allen acht untersuchten 
Proben die Diphenylaminreaktion in mit Zucker versetzten Proben 
nach 5 Stunden Stehen viel starker angestiegen, als dem gesamten 
zugesetzten Zucker entsprach. Das bedeutet, daf aus der zugesetzten 
Glucose beim Stehen des Blutes bei Zimmertemperatur sich andere Zucker 
gebildet haben. Und zwar scheint es sich um die Bildung eines Gemisches 
einer Ketose und einer Aldose (die vermutlich mit den sonst im Blute 
angetroffenen identisch sind) zu handeln, wobei die Mengen- 
verhaltnisse der einzelnen Zucker in jedem einzelnen Falle ganz ver- 
schieden sind. So ist in den Fallen 1, 3, 6 und 8 der Tabelle die Zu- 
nahme der Diphenylaminreaktion tiber den durch den Zuckerzusatz 
bedingten Wert nach 10 Minuten weit starker als nach 30 Minuten, 
was die vorwiegende Bildung einer Ketose aus dem zugesetzten Trauben- 
zucker anzeigt, waihrend in den vier anderen Fillen entweder kein 
Unterschied zwischen der nach 10 und der nach 30 Minuten ermittelten 
Zunahme der Diphenylaminreaktion zu finden war, oder es war sogar 
diese Zunahme nach 30 Minuten betrachtlich starker als nach 10 Minuten, 
was man nur so deuten kann, daB sich in diesen Fallen vornehmlich 
die im Blute'prafor mierte hypothetische Aldose beim Stehen gebildet hat. 


Verhalten des Zuckers K (Ketose) gegeniiber den Fermenten 
des Blutes. 

Die Tatsache, daB im Citratblut, dessen glykolytisches System 
intakt ist, sich beim Stehen bei Zimmertemperatur eine Ketose bildet, 
la8t sich am einfachsten so deuten, daB der Zuckerabbau im Blute 
aus zwei Teilprozessen besteht, indem zunachst ein Umlagerung des 
Traubenzuckermolekiils in eine aktivere Form erfolgt, an der sich 


dann die eigentlichen Abbauprozesse abspielen. Dieser aktive Zucker 
kénnte mit unserer Ketose identisch sein oder die letztere eine 
Stabilisierungsform des aktiven Zuckers darstellen. Aus diesem Grunde 
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war es naheliegend, der Frage der Angreifbarkeit der beim Stehen 
des Blutes gebildeten Ketose nachzugehen. Zu diesem Zwecke habe 
ich eine Reihe Blutproben, die unter Citratzusatz bei Zimmer- 
temperatur gestanden haben, in zwei Portionen geteilt, die eine sofort 
enteiweiBt und die andere fiir 2 bis 2! Stunden in den Brutofen ge- 
stellt. In der zweiten Probe ist nun sowohl Glucose, wie auch die neu- 
gebildete Ketose abgebaut worden. Wahrend uns die Indolreaktion 
den Gesamtabbau anzeigt, kénnen wir aus dem Ausfall der Dipheny]- 
aminreaktion auf den Schwund der Ketose schlieBen. Denn die Differenz 
zwischen dem relativen (gegeniiber Glucose) Diphenylaminwert nach 
10 Minuten langem Erhitzen und dem nach 30 Minuten langem kann 
als MaB der vorhandenen Ketose angesehen werden, da ja das Auf- 
treten dieser Differenz nur auf diese zu beziehen ist. Wir brauchen 
also nur diese Differenz einmal in der Ausgangsprobe und dann in 
der Probe, die im Brutofen gestanden hat, festzustellen, um den Schwund 
der Ketose zu messen. Die Resultate dieser Bestimmungen findet 
man in Tabelle X. In Kolonne 1 und 2 sind die Diphenylaminwerte 
(10 und 30 Minuten) am Anfang, in 3 der entsprechende Indolwert, 
in 4 bis 6 in derselben Reihenfolge die entsprechenden Werte am 
Endes des Versuchs. In 7 die prozentuelle Abnahme des Diphenyl- 
aminwertes 10 Minuten nach 2 Stunden Stehen bei 38°, in 8 die 
prozentuelle Abnahme des Indolwertes. 


Tabelle X. 


Verschwinden der im Citratblut gebildeten Ketose nach 2 Stunden bei 38°. 





1 2 3 4 5 6 7 8 
Diphenylamin- — Diphenylamin- Indol- ———— 
Diagnose werte werte werte ——_—_ Bemerkungen 
10’ 30° Ww’ 30° Pair von 6 
3 am Anfang am Ende geg. 1 at ta 
> des Versuches des Versuches min. 2 * ‘ 
1, Normalfall . 315 160 79 108 49 40 62 50 Blut 5h bei 4 
2\\Ca..... | 810 | 160 | 90: 98 | 70 55 | 68 | 39 | Sestanden 
3 Polycythamie 236 135 68 54 40 38 86. O44 
4 Ca. uteri. 293 167 113 130. 120 72 Blut 5h bei 4° 
5|| » ventr. . 281 114 42 65 49 15 86 O64 gestanden 
6, Arterioskl. . 260 195 163 167 100 
7\ Myatonie . 294 200 108 104 96 
8) Normalfall . 233 — 133 65 100 55 87 5543 


Wie man sieht, sind die Differenzen: Diphenylaminwert nach 
10 Minuten minus Diphenylaminwert 30 Minuten durch 2- bis 2'.- 
stiindigen Aufenthalt im Brutofen durchweg prozentuell starker ge- 
sunken als die Indolwerte, so daB der SchluB gezogen werden mub, 


daB die beim Stehen gebildete Ketose stairker von den Fermenten des 
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Blutes angegriffen wird als die Glucose. Ob es sich aber hier um einen 
Abbau der Ketose handelt, dariiber kann noch nichts gesagt werden. 
Man kénnte ja daran denken (und wie weiter unten erértert werden 
soll, mit gutem Grunde), daB die Bildung der Ketose unter gleich- 
zeitiger Veresterung mit Phosphorsiure vor sich geht und der Schwund 
der Ketose beim Hineinbringen der Blutproben in den Brutofen auf 
ein Riickgangigwerden des Prozesses der Veresterung zuriickzufiihren 
sei. Auch fiir diesen Fall miissen wir aber ein besonderse Ferment 
annehmen, welches die Riickumwandlung der Ketose in einen anderen 
Zucker, unabhdngig von dem ProzeB der Phosphorsiureabspaltung be- 
wirkt. Denn wenn man Blut, das 5 Stunden bei Zimmertemperatur 
gestanden hat, mit 3 bis 4 Volumen destilliertem Wasser verdiinnt 
und so haimolysiert, und dann erst fir 2 bis 3 Stunden in den Brut- 
schrank, so tritt keine Anderung der Diphenylaminreaktion, demnach 
keine Abnahme der Ketose auf. Wir wissen aber aus den Unter- 
suchungen von Robison e.s., daB unter diesen Umstainden die Phos- 
phatase des Blutes wirksam ist und die Phosphorsiure aus Hexose- 
estern abspaltet. 

In diesem Zusammenhang seien noch einige Versuche erwahnt, 
die ausgefiihrt wurde, um festzustellen, ob die Bildung der Ketose 
nur in den Blutkérperchen oder auch im Plasma stattfindet und ob 
die Konzentration der anorganischen Phosphorsiure im Blute von 
EinfluB auf die Menge der beim Stehen das Blutes bei Zimmer- 
temperatur in 5 Stunden gebildeten Ketose ist. 

Es zeigte sich nun in zwei Fallen, daB die gesamte gebildete Ketose 
nur in den Blutkérperchen enthalten war, wie aus folgendem zu er- 
sehen ist: 





Diphenylaminreaktion 


nach 10’ 





nach 30’ 


Plasma I sofort. ......... 120 104 
nach 5 Std. . ean” 120 104 
Blut I sofort. . .. rae as 120 119 
nach 5S8td...... ; 283 174 
Plasma II nach 5 Std. . yim ; 145 138 
Blut IT neon 5 Std........ 318 191 


Was den EinfluB der Phosphorséure auf die Ketosenbildung an- 
betrifft, so bewirkt Zusatz von Na,H PO, zum Blute eine betrachtliche 
Steigerung der Ketosenbildung, wie folgende vier Falle der Tabelle XI 
zeigen. Hier wurde zu je 2ccm Blut in jedem Falle einmal 0,2 cem 
physiologische Kochsalzlésung, das andere Mal 0,2 ccm isotonischer 
Na,HPO, hinzugefiigt und die beiden Proben 5 Stunden lang bei 
Zimmertemperatur stehengelassen. In den Kolonnen 1 und 2 sind die 
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Diphenylaminwerte ohne 3 und 4 mit Phosphatzusatz verzeichnet. 
Die letzteren sind in drei von den vier Fallen betrachtlich héher. 


Tabelle XN]. 


Fintlu8 des Phosphatzusatzes auf die Diphenylaminwerte des Blutes beim 
Stehen desselben bei Zimmertemperatur. 





1 2 3 4 5 
Fall Diagnose Diphenylaminwerte Wie 2 Wie 3 
10’ 30’ 
ohne P-Zusatz mit P-Zusatz 
1 Normalfall. ..... 163 122 258 138 
2  Amyotroph. Lateralsk! 394 254 446 
3  Myode gener. ... . 167 97 208 144 
4 | Myatonie ...... 298 200 298 200 


Im AnschluB an diese Versuche am menschlichen Blute wurden 
noch einige Bestimmungen mit Hilfe der beiden kolorimetrischen Ver- 
fahren am Blute einiger Tiere ausgefiihrt. Dabei stellte sich heraus, 
daB auch das Blut saimtlicher untersuchter Tiere, und zwar Rind, 
Pferd, Schwein, Hund, Katze, Kaninchen, Siebenschlafer und Ziesel 
nach der Diphenylaminreaktion weit héhere Zuckerwerte aufweist 
als nach der Indolmethode. Da diese Werte nach 10 und 30 Minuten 
sich nur wenig unterscheiden, so ist anzunehmen, daB der im Blute 
dieser Tiere vorhandene Nebenzucker vornehmlich dem Zucker A des 
menschlichen Blutes entspricht. Was aber die Bildung der Ketose 
beim Stehen des Blutes betrifft, so zeigte nur das Blut des Hundes 
ein dem menschlichen dhnliches Verhalten, waihrend im Blute der 
anderen Tiere, selbst bei Na F-Zusatz gar keine (einige Falle vom Rind) 
oder eine sehr geringe Bildung einer Ketose nachzuweisen war. 

Die Versuche an den Organen (Leber von Maus, Muskel von Ratte, 
Niere von Kaninchen) ergaben, dab, wenn man die Glykolyse durch 
Chloroformzusatz hemmt, in allen drei Organen bei Brutofentemperatur 
die Bildung einer Ketose vor sich geht, die sich bei der Diphenylamin- 
reaktion ahnlich verhalt wie der beim Stehen des Blutes bei Zimmer- 
temperatur gebildete analoge Zucker. Dagegen konnte ich in diesen 
Organen keinen der die Diphenylamin-Indoldifferenz des Niichtern- 
blutes bewirkenden Aldose ahnlichen Zucker in nennenswerter Menge 
finden. 

D. Diskussion der Ergebnisse. 


Wir haben festgestellt, daB im Blute des Menschen und der Tiere 
die Diphenylamin-Salzsiurereaktion im Vergleich mit Lésungen reiner 
Glucose relativ intensiver ausfallt, als die Indol-Schwefelsaurereaktion 
nach Dische-Popper, und zwar derart, daB wir die Existenz zweier 
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Hexosen neben Glucose annehmen miissen, um die beobachteten Er- 
scheinungen zu erklaren. Von diesen ,,Nebenzuckern“ verhalt sich 
der eine wie eine Aldose, der andere wie eine Ketose. Die Zucker 
scheinen im Zuckerstoffwechsel des Organismus eine gewisse Rolle zu 
spielen, da sie einerseits unter dem EinfluB des Insulins relativ rascher 
aus dem Blute verschwinden als die Glucose, andererseits von den 
Fermenten des Blutes angegriffen und zum Verschwinden gebracht 
werden. Und zwar verschwindet die beim Stehen des Blutes bei Zimmer- 
temperatur gebildete Ketose bei Kérpertem peratur im Citratblut verhaltnis- 
maBig rascher als der eigentliche Blutzucker. Ob es sich aber um einen 
Abbau zu Milchséure oder nur um die Riickumwandlung der gebildeten 
Ketose in ihre Vorstufe handelt, konnte nicht festgestellt werden. 

Was aber den im Blute vorkommenden zweiten Zucker A betrifft, 
so konnte zwar auch fiir ihn nachgewiesen werden, dab er beim Stehen 
des Blutes im Brutofen bei Kérpertemperatur verschwindet, ob aber 
dieser Schwund sich relativ rascher vollzieht als die gewéhnliche 
Glykolyse, konnte nicht einwandfrei festgestellt werden. Dies hangt 
damit zusammen, daB die fiir die Glykolyseversuche benutzten Blut- 
proben bis auf die Falle 2, 3 und 9 der Tab. IV eine nur geringe Differenz 
der Intensitét der Diphenylaminreaktion gegeniiber der Indolreaktion 
aufwiesen, so daB die Messung der Abnahme dieser Differenz sehr un- 
sicher wurde. In-den drei erwihnten Fallen, in denen diese Differenz 
verhaltnismaBig groB war, konnte tatsachlich eine prozentuell starkere 
Abnahme dieser Differenz als des Gesamtblutzuckers nachgewiesen 
werden. Nun wissen wir, dab es gewisse Menschen gibt, die eine groBe 
Konzentration der ,,Nebenzucker“ im Blute aufweisen, sowie andere, 
bei denen nach Zuckerbelastung die Diphenylamin-Indolwertdifferenz 
(die ja ein MaB fir die Menge der Nebenzucker ist) stark ansteigt, 
und zwar im Sinne einer Steigerung des Zuckers A. Durch Unter- 
suchung der Glykolyse bei diesen Fallen, sowie geeigneten Tieren wird 
sich die hier beriihrte Frage sicherlich eindeutig klaren lassen. 

Uber die Natur der beiden im Blute mit Hilfe der Diphenylamin- 
reaktion nachzuweisenden Zuckerarten ké6nnen wir natiirlich vorlaufig 
nichts Sicheres aussagen und kénnen nur Vermutungen auBern. Es 
liegt am nachsten und erscheint sehr plausibel, dab die beiden Zucker 
zwei verschiedenen Hexosephosphorsaureestern entsprechen, deren 
Existenz durch die Untersuchungen von Embden, Lawaczek und Robison 
c.s. sichergestellt wurde. Embden und Lawaczek haben durch Baryt- 
fallung aus dem Blute einen phosphorsiéurehaltigen, reduzierenden 
KGrper isoliert, der mit Phenylhydrazin ein Osazon lieferte und den sie 
als Hexosediphosphorsaéure ansehen, waihrend Robison aus dem Pferde- 
blut sogar zwei solche K6rper isolierte, die sich durch die Wasser- 
léslichkeit ihrer Ba-Salze unterschieden. Vergleichen wir nun unsere 
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Erfahrungen tiber Vorkommen und Bildung des ketosenartigen Zuckers 
im Blute mit den Erfahrungen von Lawaczek, Robison und Jost, iiber 
den Umsatz des anorganischen P unter analogen Bedingungen, so 
kénnen wir eine weitgehende Analogie feststellen, und zwar fanden 
Robison, c.s. und Lawraczek iibereinstimmend folgendes: Im Blute 
findet in vitro bei Kérpertemperatur eine starke Abspaltung von an- 
organischer Phosphorsdure statt, die durch Hamolyse des Blutes und 
Verschiebung der Reaktion nach der sauren Seite verstairkt wird. 
Dagegen fand Lawraczek, dab wenn man das Blut bei Zimmertem peratur 
stehen laBt, die anorganische Phosphorséiure nicht vermehrt, sondern 
vermindert wird. Dieser Schwund der anorganischen Phosphorséure 
wird nach Entfernung der Kohlensaéure durch Liftung noch verstarkt. 
Robison und Lawaczek deuten diese Erscheinungen als Ausdruck einer 
Synthese bzw. Spaltung von Hexosephosphorsdureestern. Aber schon 
Lawaczek fand, dab diesem Umsatz der Phosphorsdure mindestens 
zwet Teilprozesse entsprechen, und zwar ging parallel mit dem Schwund 
der anorganischen Phosphorsaure im Blute bei Zimmertemperatur 
eine Vermehrung der durch Baryt fallbaren und reduzietenden Fraktion 
einher, die Lawaczek eben als Hexosephosphorsdure ansprach. Diese 
enthielt jedoch nur einen Teil des beim Stehen des Blutes verschwundenen 
anorganischen P, dafiir aber war sie auch dann noch vermehrt, wenn 
infolge Durchleitung von Kohlensaéure in toto nicht nur keine Ver 
minderung des anorganischen P, sondern eine Vermehrung fest- 
zustellen war. Jost (3) hat dann nachgewiesen, daB sowchl der Schwund 
wie die Vermehrung des anorganischen P im Blute im wesentlichen 
nicht auf Bildung und Zerfall von Hexosephosphorséiure, sondern der 
Diphosphoglycerinsdure zuriickzufiihren sei, die er auch aus roten 
Blutkérperchen isolierte. Die Hauptmasse der beim Stehen des Blutes 
verschwundene Phosphorséure konnte nach Fallung des enteiweibten 
Blutes mit Bleizucker im Niederschlag wiedergefunden werden. Nun 
wird Diphosphorglycerinséure vom Bleizucker gefallt, nicht aber die 
(im Zeitpunkt der Ausfithrung der Jostschen Arbeit bekannten) Hexose- 
phosphorsaureester. Nur ein kleiner Bruchteil des beim Stehen des 
Blutes bei Zimmertemperatur werschwundenen organischen P kann 
also nach Jost mit Hexose verestert worden sein. 


Wie wir sehen, ist die Frage der Bildung und Spaltung der Zucker- 
ester im Blute von einer Klarung weit entfernt. 

Fassen wir die Angaben aller Autoren und unsere eigenen Befunde 
vergleichend zusammen, so ergibt sich nun folgendes: 


1. Die Hauptmenge der Hexosephosphorsdiureester des Blutes 
ist in den Blutkérperchen enthalten. Dies gilt, wie wir gesehen haben, 
auch fiir die im Blute bei Zimmertemperatur gebildete Ketose. 
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2. Nach Hamolyse des Blutes tritt beim Stehen bei Zimmertempe- 
ratur kein Schwund des anorganischen P, sondern im Gegenteil eine 
Zunahme desselben ein. Unter diesen Umstainden wird auch keine 
Ketose gebildet. 

3. Alkalische Reaktion férdert das Verschwinden des anorganischen 
P aus dem Blute. Durchleiten von CO, hemmt diesen Vorgang. Die 
Bildung des barytunléslichen organischen Phosphats wird dabei nach 
Lawaczek vermindert, aber nicht vollstindig aufgehoben. Dasselbe 
ist in bezug auf die Bildung der Ketose der Fall (nur ein Versuch, bei 
dem das Blut mit Luft von etwa 5°,, CO, im Gleichgewicht war). 

4. Zusatz von Na, HPO, zum Blute vermehrt die Menge des beim 
Stehen verschwundenen anorganischen P. Derselbe Zusatz steigert, 
wie wir gesehen haben (Tabelle XI) die Bildung der Ketose. 

, 5. Zusatz von Glucose steigert sowohl die Menge des verschwundenen 
anorganischen P (Jost) wie der gebildeten Ketose. 

Auf Grund vollstindiger Parallelitat der Wirkung dieser ver- 
schiedenen Einfliisse auf das Verschwinden des anorganischen Phosphats 
und der Bildung des ketoseartigen Zuckers kénnen wir mit groBer 
Wahrscheinlichkeit annehmen, daB der beim Stehen des Blutes bei 
Zimmertemperatur erscheinende ketoseartige Zucker die Kohlen- 
hydratkomponente eines Phosphorsaureesters ist. 

Bei den Untersuchungen am Muskel hat man die Bildung von drei 
verschiedenen Hexosephosphorsaéureestern beobachtet. Im intakten 
Muskel bildet sich bei gesteigertem Umsatz der Embdensche Ester. 
Im MuskelpreBsaft, im Muskelextrakt sowie Muskelbrei, dem KF, K- 
Oxalat oder Na-Citrat zugesetzt worden ist, bildet sich vor allem der 
von Lohmann (7) gefundene, stabile Ester neben dem Harden- Young- 
schen. Der Embdensche Ester besteht zu etwa zwei Drittel aus einem 
Ester einer Aldose, die man fiir die Glucose halt. Der Harden- Young- 
Ester besteht zu iiber 95°, aus einem Ketosenester. Der Lohmann- 
Ester, der ebenfalls eine Hexosediphosphorsadure ist, zeigt nur 10°, 
der Reduktion nach Bertrand, die ihm auf Grund seines Zuckergehalts 
zukommen miiBte. Dabei ist die Reduktion nach Willstdtter-Schudel 
ungefihr ebenso grobB, wie die nach Bertrand, woraus man schlieBen 
muB, daB die reduzierende Gruppe einer Aldose angehért. Es ware 
aber immerhin méglich, daB in dem Lohmann-Ester I eine Ketose 
enthalten ist, deren Reduktion nicht zum Vorschein kommt. 

Da der Embden-Ester zu zwei Drittel als ein Aldoseester zu be- 
trachten ist, kamen von den bekannten Estern in unserem Falle nur 
der Harden- Youngsche oder der Lohmannsche Ester in Frage. 

Um diese Frage zu kliren, habe ich ein Priparat des Lohmannschen 
Ester I (das mir von Herrn Lohmann in liebenswiirdigster Weise zur 
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Verfiigung gestellt wurde, wofiir ich ihm an dieser Stelle meinen ver- 
bindlichsten Dank aussprechen méchte) auf ihr Verhalten bei der 
Indol- bzw. Diphenylaminreaktion gepriift, wobei sich folgendes ergab: 
Eine Lésung des Lohmann-Ester 1, die 0,1°,, Zucker enthielt, ergab 
im Vergleich mit einer Glucoselésung bei der Indolreaktion eine Farbe, 
die 0,01°,, Glucose entsprach, bei der Diphenylaminreaktion nach 
10 Minuten glich die Farbe einer Lésung von 0,06 ', Glucose, nach 
30 Minuten einer solchen von 0,02°,. Der Lohmann-Ester 1 verhalt 
sich bei der Diphenylaminreaktion von dem im Fluorid- und Citratblut 
beim Stehen bei Zimmertemperatur entstehenden Zucker ganzlich ver- 
schieden, indem die Intensitat der Farbreaktion kleiner ist als diejenige 
der Glucose bei gleicher Konzentration der Zucker. Wenn also der im 
Blute entstehende Zucker tiberhaupt mit einem der bekannten Hexose- 
Phosphorsaureester identisch ist, dann kann es sich nur um den Neuberg- 
schen oder Harden-Youngschen Ester handeln. Das Blut in vitro 
verhalt sich also in dieser Beziehung ganz anders als der Muskelbrei. 

Was aber die im Blute héchstwahrscheinlich neben Glucose ent- 
haltene Aldose betrifft, so fehlt uns vorlaiufig jeder Anhaltspunkt, 
iiber ihre Natur etwas auszusagen. Es wiire natiirlich méglich, daB 
es sich auch hier um einen Aldosephosphorsaureester handelt, wie er 
die Hauptmasse des Embden- und Robisonschen Esters ausmacht. 
Man nimmt an, daB diese letzteren als Zuckerkomponente die Glucose 
enthalten, doch ist das nicht bewiesen, und es wire méglich, daB wir 
es hier mit einem anders konfigurierten Zucker zu tun haben, der sich 
bei der Diphenylaminreaktion anders als Glucose verhalt. 

Um diese Frage zu entscheiden, untersuchte ich das Verhalten 
der beiden Monoester (die ich ebenfalls der Liebenswiirdigkeit des 
Herrn Lohmann verdanke) bei der Diphenylaminreaktion. Es ergab 
sich folgendes. 





Diphenylaminreaktion 


in mg °/») Glucose 

ama 10’ “30 
Embdenester-losung entsprechend 0,1° Zucker. . 318 153 
Robison ester-losung a Ot. - — 445 176 


Wie wir sehen, verhalten sich diese Ester analog dem Neuberg- 
Ester, indem die relative Farbintensitaét nach 10 Minuten weit gréBer 
ist als nach 30 Minuten, also ganz anders als es bei dem in Rede stehenden 
Zucker A der Fall ist. Da diese Ester zu etwa ein Drittel aus einem 
Ketoseester, der mit der Ketose des Neuberg-Esters identisch sein diirfte, 
und zu zwei Drittel aus einem Aldoseester bestehen, erscheint es auch 
ausgeschlossen, dab ihre Aldosekomponente mit dem Zucker A des 
Blutes identisch sein sollte. 
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Zusammenfassung. 


1. Wird der Blutzucker sofort nach Blutentnahme nach zwei 
verschiedenen, vom Verfasser angegebenen Methoden bestimmt, und 
zwar a) mit Hilfe der Diphenylamin-salzséure-reaktion und b) mit Hilfe 
der Indolschwefelsiurereaktion (Dische-Popper), so bekommt man 
nach dem ersten Verfahren immer wesentlich héhere (10 bis 150 °;) 
Werte als nach dem zweiten. 


2. Ineinem Teil der Falle zeigt die Diphenylamin-salzsiure-methode 
sehr verschiedene Werte, je nachdem, ob das Reaktionsgemisch 10 oder 
30 Minuten. bei der Ausfiihrung der Reaktion erhitzt worden ist. 


3. Diese Erscheinungen kénnen nur so gedeutet werden, dali im 
Blute neben Glucose mindestens noch zwei andere Hexosen, und zwar 
eine Aldose und e‘ne Ketose enthalten sind. Diese werden vorliufig 
als Nebenzucker des Blutes bezeichnet. 


4. Nach Traubenzuckerbelastung steigt die Intensitét der Di- 
phenylamin-salzsaure-reaktion meistens um eben denselben absoluten 
Wert (als Glucose berechnet) wie die Intensitét der Indolreaktion. 
Es vermehrt sich demnach in diesen Fallen nur die Menge der Glucose 
im Blute, nicht aber der Nebenzucker. In einzelnen Fallen steigt aber 
nach Traubenzuckerbelastung auch die Menge der Nebenzucker be- 
trichtlich. 

5. Eine Stunde nach Insulininjektion (20 bis 30 Einh.) schwinden 
neben Glucose auch die Nebenzucker, wobei der Schwund der letzteren 
prozentual weit starker ist als derjenige des Traubenzuckers. 


6. Nach zweistiindigem Aufenthalt im Brutschrank bei 37° ver- 
schwinden die Nebenzucker zum groBen Teile aus dem Blute. 


7. Beim Stehen des Fluoridblutes sowie des Citratblutes wihrend einiger 
Stunden bei Zimmertemperatur tritt eine betrachtliche Verstarkung 
der Diphenylaminreaktion ein, wahrend die Indol-Schwefelsaure- 
reaktion unverandert bleibt oder sich (bei Citratblut) abschwacht, 
und zwar tritt die Verstérkung der Diphenylaminreaktion nach 
10 Minuten langem Erhitzen weit starker in Erscheinung als 
nach 30 Minuten langem Erhitzen. Offenbar bildet sich also 
beim Stehen des Blutes bei Zimmertemperatur ein ketoseartiger 
Zucker. 


8. Dieser Zucker verschwindet beim Stehen im Brutofen viel 
rascher aus dem Blute als Glucose. 


9. Nach Zusatz von Glucose zum Citratblut bildet sich Ketose 
auch aus dem zugesetzten Zucker. Daneben aber auch Aldose. 
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10. Die neugebildete Ketose ist nur in den roten Blutkérperchen 
enthalten, wihrend die praformierten Nebenzucker in ungefiahr gleicher 
Menge im Plasma wie in den Blutkérperchen vorkommen. 

11. Zusatz von sekundirem Na-phosphat verstirkt die Bildung 
der Ketose im Blute bei Zimmertemperatur. 

12. Die bei Zimmertemperatur gebildete Ketose entspricht allem 
Anschein nach der Ketosekomponente eines Zuckerphosphorsaureesters. 


Literatur. 
1) Dische, Mikrochem. 1, Heft 1, 1923. — 2) Meyerhof, Die chemischen 
Vorginge im Muskel. Berlin 1930. — 3) Jost, Zeitschr. f. phys. Chem. 


165, 171. — 4) Dische u. Popper, diese Zeitschr. 175, 371, 1926. — 5) Kay u. 
Robison, Biochem. Journ. 18, 1139; Martland, Hansman u. Robison, eben- 


daselbst 18, 1152: Martland u. Robison, ebendaselbst 18, 765. — 6) Lawaczek, 
diese Zeitschr. 145, 351, 1924. — 7) Lohmann, ebendaselbst 222, 324, 1929. 
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Untersuchungen iiber Glykogenolyse. 


Von 
H. K. Barrenscheen, Johannes Pany und Robert Berger. 


(Aus dem Institut fiir angewandte medizinische Chemie der Universitat 
Wien.) 
(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung aus der Seegen-Stiftung der Akademie der 
Wissenschaften in Wien.) 


(Eingegangen am 8. Oktober 1930.) 


I. Einleitung. 


Die Anschauung, da der Phosphorylierung im intermediaren 
Kohlenhydratstoffwechsel insofern eine zentrale Stellung zukommt, 
als sie sowohl Voraussetzung fiir den physiologischen Abbau des Hexose- 
molekils zur Dreikohlenstoffkette bildet als auch die Bedingungen fiir 
die sterische Umwandlung der einzelnen Hexosen ineinander! und die 
Synthese zu polymerem Reservekohlenhydrat schafft, kann heute durch 
eine Reihe von Tatsachen als wohl fundiert angesehen werden. Fir 
den Kohlenhydratstoffwechsel des Muskels ist dies auch in erster Linie 
durch die Arbeiten Embdens und Meyerhofs und ihrer Schiiler sicher- 
gestellt, wenn auch keines der bisher isolierten Produkte, weder das 
urspriingliche Lactacidogens Embdens, die Hexosediphosphorsdure, 
noch der Embdensche Monoester mit dem eigentlichen Intermediar- 
produkt identisch sein dirfte. Von diesem Standpunkt aus muB der 
physiologische Abbau des Leberglykogens als des Hauptdepots rasch 
verfiigbarer Kohlenhydratreserven unser besonderes Interesse erwecken. 
Geht hier der physiologische Abbau gleichfalls iiber phosphorylierte 
Zwischenstufen oder stellt die Leber, entsprechend von Lundsgaard 
und Holboell? vertretenen Anschauungen, dem Organismus sozusagen 
inertes Material zur Verfiigung, das erst sekundar durch die Peripherie, 


! Siehe dazu Irene Stefanie Neuberg u. Clara Ostendorf, diese Zeitschr. 
221, 154, 1930. 
2 Journ. of biol. Chem. 68, 475, bzw. 485, 1926. 
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in erster Linie die Muskulatur, zu kérpereigenem Bau- und Brennstoff 
umgewandelt wird? Experimentell ist diese Frage kaum zu_beant- 
worten versucht worden. Rona, Mislowitzer und Seidenberg! waren 
die ersten, welche anlaBlich ihrer Untersuchungen tiber die Autolyse 
der Leber auch die Frage nach dem Auftreten eines ,,Lactacidogens* 
bei der Glykogenolyse aufwarfen. Aus ihren Werten fiir den bei der 
Autolyse gebildeten Zucker und das gleichzeitig entstehende  an- 
organische Phosphat kommen sie zu der Schlubfolgerung, daB ihre 
Daten fiir das Auftreten von Hexosephosphorsaure bei der Glykogenolyse 
keinen Anhaltspunkt geben. Freilich sind die von Rona gewahlten 


Zeiten — die friihesten Probeentnahmen sind 1!, bis 3 Stunden nach 
Beginn des Versuchs —- zur Beantwortung dieser Frage nicht gerade 


giinstig gewahlt. Mit praziserer Fragestellung in dieser Richtung ist 
dann Riesser? an dieses Problem herangetreten und kam unter An- 
wendung der von der Embdenschen Schule getibten indirekten Lacta- 
cidogenbestimmung zu dem SchluB, dab fiir die Leber analoge Ver- 
haltnisse wie fiir den Muskel anzunehmen seien und auch hier der 
Abbau des Hexosemolekiils zu Milchsiure iiber ein ,,Lactacidogen“ 
verlaufe. Die Entwicklung unserer Kenntnisse tiber die Quellen des 
anorganischen Phosphats lassen diese SchluBfolgerungen Riessers als 
iiberholt erscheinen und verlangen eine andere Deutung der zweifellos 
richtigen Beobachtung. 


Befunde, welche sich uns beim Studium der Blutzucker- und 
Phosphorsdurekurve nach alimentarer Glucosebelastung ergeben haben, 
veranlaBten uns bereits vor langerer Zeit, der Frage der Glykogenolyse 
vom Standpunkt des Auftretens phosphorylierter Zwischenstufen 
experimentell naiherzutreten. Die im Beginn der alimentairen Hyper- 
glykimie beim Normalen regelmabig beobachtete Steigerung der 
anorganischen Phosphorsdaure* —- der ,,initiale Anstieg’ —- wurde von 
uns, entsprechend der Auffassung der alimentéren Hyperglykamie 
als einer durch Mobilisation des Glykogens bedingten Reizhyper- 
glykaimie, dahin gedeutet, dab beim physiologischen Abbau des Leber- 
glykogens Hexosephosphorsauren auftreten, welche durch ihren weiteren 
Zerfall zum Anstieg des anorganischen Phosphats fihren. Im gleichen 
Sinne wurde auch die bei der Adrenalinhyperglykamie* voriibergehend 
auftretende Steigerung des anorganischen Phosphats im Blute aus- 
gelegt. Um die Frage experimentell sicherzustellen, wurde zunachst 
in einer Reihe von Versuchen die postmortale Glykogenolyse im Hin- 


! Diese Zeitschr. 162, 87, 1925. 

2 Zeitschr. f. physiol. Chem. 161, 149, 1926. 
3 Diese Zeitschr. 177, 59, 1926. 

4 Ebendaselbst 189, 119, 1927. 
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blick auf das Verhaltnis des gebildeten Zuckers zum freiwerdenden 
Phosphat untersucht und dabei auch der Einflu8 des Insulins mit 
einbezogen. Die aus auBeren Griinden unterbrochenen Untersuchungen 
wurden vor mehr als Jahresfrist, dank einer Subvention der Seegen- 
Stiftung der Akademie der Wissenschaften in Wien neuerlich auf- 
genommen. Neben dem quantitativen Verhalten eventuell auftretender 
Hexosemonophosphorsaure im Vergleich zur freiwerdenden Glucose 
und Phosphorsaure wurde nun auch die Isolierung und Charakterisierung 
des bei der Glykogenolyse entstehenden Phosphorsaureester erstrebt. 


II. Das Verhalten von Glucose und anorganischem Phosphat bei der 
{Glykogenolyse normaler Lebern. 


Zu den Versuchen wurden die Lebern von gut genihrten Meer- 
schweinchen, Kaninchen und Hunden verarbeitet. Die Tiere wurden 
ohne Narkose aus der Carotis entblutet, die Leber raschestens heraus- 
prapariert. Anfangs haben wir die letzten Blutreste aus dem Organ durch 
Durchspiilen mit physiologischer Kochsalzlésung von Zimmertemperatw 
von der Vena portae aus ausgewaschen. Da sich in vergleichenden Ver- 
suchen praktisch kein Unterschied gegeniiber dem direkt verarbeiteten 
Organ ergab, wurde spiterhin die Leber unmittelbar nach der Entnahme 
zu einem homogenen Brei verrieben und dieser in einer aut 37° vorgewirmten 
Ringer- oder Kochsalzlésung suspendiert, derart, daB das fiinf- bis sechs- 
fache Volumen — auf je 1 g Leberbrei also 5 bis 6cem — der Lésung in 
Anwendung kam. Die Suspensionen kamen fiir 2 bis 4 Stunden in ein 
auf 37° eingestelltes Wasserbad. Um die gleichmaBige Verteilung der 
Zellen in der Fliissigkeit zu erhalten, wurde meist ein mit Wasserdampt 
bei 37° gesattigter Luftstrom durchgeleitet. In einem Teile der Versuche 
wurde die Suspension durch andauerndes Schiitteln aufrecht erhalten. 
Mit Riicksicht auf die kurze Versuchszeit wurde von dem Zusatz eines 
Antiseptikums Abstand genommen. Die Entnahme zur Bestimmung der 
Zucker- und Phosphorwerte erfolgte jeweils zu Beginn und in Intervallen 
von 30 Minuten. Der Zuckergehalt wurde nach der Methodik von Hagedorn- 
Jensen! ermittelt, die Phosphorbestimmung erfolgte nach EnteiweiBung 
mit Trichloressigsdéure kolorimetrisch nach Tisdall? bzw. Fiske-Subbarow®. 

Ubereinstimmend ergaben alle Versuche, da8 die Spaltung des 
Glykogens, gemessen an der Zunahme des Reduktionsvermégens, 
unter den gewahlten Versuchsbedingungen nicht stetig in Form einer 
linearen Kurve erfolgt, vielmehr lieB sich in der Mehrzahl der Versuche 
ein mehr oder weniger ausgesprochen treppenférmiger Verlauf der 
Spaltung feststellen. In einer Anzahl von Versuchen haben wir diese 
charakteristische Treppenkurve allerdings vermiBt, doch diirfte der 
Grund dafiir weniger in einem geinderten Typus des Ablaufs als viel- 
mehr in den zeitlichen Verhaltnissen der Entnahme zu suchen sein. 


' Diese Zeitschr. 135, 46, 1923. 
2 Journ. of biol. Chem. 50, 329, 1922. 
3 Ebendaselbst 66,, 375, 1925. 
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Glykogenolyse. 
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Meist ergibt sich, daB innerhalb der ersten 60 Minuten die Spaltungs- 
geschwindigkeit am gréBten ist und gegen Ende der zweiten Stunde 
abfallt. DaB dieser Abfall nichts mit dem Verbrauch des Substrats 
zu tun hat, ergaben Versuche, in denen neben dem Reduktionsvermégen 
auch das Glykogen nach einer Mikromodifikation des Pfliigerschen 
Verfahrens bestimmt wurde (s. Tabelle IV). Auch mit einer Schwachung 
des diastatischen Ferments bzw. einer Hemmung desselben durch 
die Anhaufung der Spaltprodukte laBt sich diese Erscheinung nicht 
erkliren, da wir, wie aus der Tabelle I ersichtlich, in einer ganzen 
Reihe von Versuchen eine neuerliche, explosionsartige Steigerung 
der Spaltung in der dritten bzw. vierten Stunde nachweisen konnten. 
Man kénnte diese Steigerung der Spaltungsgeschwindigkeit mit 
Macleod auch mit dem Einsetzen von Faulnis erklairen. 

Vergleicht man mit der Kurve der Zuckerbildung die Kurve des 
anorganischen Phosphats, so ergibt sich ein auffallendes Parallelgehen. 
Auch die Phosphatkurve zeigt in der Mehrzah] der Versuche den 
charakteristischen treppenartigen Verlauf; Anstieg und Plateau fallen 
in beiden Kurven zeitlich in der Regel zusammen. 


Dieses eigenartige Parallelgehen der Glucose- und Phosphatkurve 
kénnte die Deutung zulassen, daB die fermentative Abspaltung der 
Glucose und des anorganischen Phosphats bis zu einem gewissen Grade 
gekoppelt sind. Man kénnte sich weiter vorstellen, daB die beobachteten 
Plateaus in der Zucker- und Phosphatkurve Ausdruck einer dem Zerfall 
zeitweise die Waage haltenden Synthese sind. Einen schliissigen Beweis 
dafiir kénnen wir jedoch in unserem Zahlenmaterial nicht erblicken. 
Riesser, der in seinen, der Embdenschen Technik entsprechenden Ver- 
suchen Inkubation des Leberbreies in 2°,iger Bicarbonatlésung 
bei 42 bis 45° neben dem Phosphat die Milchséurebildung, nicht 
aber die Zuckerabspaltung beriicksichtigt, findet keinerlei sichere 
Beziehungen zwischen Phosphat und Milchsaure, ja zugesetztes Hexose- 
diphosphat wird unter diesen Bedingungen woh] dephosphoryliert, 
steigert aber in keiner Weise die Milchséurebildung. In physiologischer 
Lésung findet er wohl reichlich Phosphatabspaltung, jedoch keine 
nennenswerte Bildung von Milchséure. Die Zunahme des Phosphats in 
unseren Versuchen ist nun viel zu groB, als daB man sie mit der mit dem 
Glykogen veresterten Phosphorsdure in Beziehung setzen kénnte. Auch 
die Annahme, da8 das Phosphat einer intermediar gebildeten Hexose- 
phosphorsaure entstammen kénnte, 1aBt sich rechnerisch aus unserem 
Zahlenmaterial nicht stiitzen, wenn auch der Parallelismus zwischen 


' Kohlenhydratstoffwechsel und Insulin. Monographie. Berlin, Julius 
Springer, 1927. 
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Zuckerabspaltung und Auftreten von anorganischem Phosphat in 
einem Teil der Versuche sehr weitgehend ist. 

Eine Klaérung der Frage lieB sich bis zu einem gewissen Grade 
aus Untersuchungen tiber die Quellen des neugebildeten anorganischen 
Phosphats erhoffen. Nach Rona und Mitarbeitern stammt das bei der 
aseptischen Autolyse von Leberbrei innerhalb von 96 Stunden in 
Freiheit gesetzte Phosphat zu zwei Dritteln aus dem Lipoid- und 
Nucleinsdurephosphor. Fir unsere kurzfristigen Versuche kommt 
diese Quelle kaum nennenswert in Frage. Beriicksichtigt man zunachist 
das gesamtsiurelésliche Phosphat im Sinne von Greenwald, so ergibt 
sich, daB seine Menge wahrend des Versuchs langsam zunimmt. 


Tabelle Il. 


Versuch 5. Meerschweinchen, oc, 580 g, Lebergewicht 18 g, Zellsuspension 
im Verhaltnis 1: 6. 





Zeit Zucker Anorganischer P Gesamt-siure- Organisch- 

Min. mg-/ mg-"\5 lislicher P siurelislicher P 
0 148 3.1 16,6 13.5 

30 215 6.6 

69 256 11,8 - 

90 297 13.8 17,6 3,8 

120 304 14,7 17,9 3,1 

159 332 16,3 

180 348 17,0 20,2 | 3,2 


Versuch 2Lb. Meerschweinchen, o, 660 g, Lebergewicht 25 g, Zellsuspension 
im Verhialtnis L: 6. 





Zeit Zucker Anorganischer P Gesamt-siure- Organisch- 

Min. mg-°|o mg-"/9 lislicher P stureléslicher P 
0 141 2,96 15,02 13,06 

30 274 8,00 16,84 8,84 

69 296 9,04 17,92 7,98 

90 11,27 18,28 1 7.01 

120 - 11,27 18,28 7,01 

150 470 12,12 18,28 6,16 

180 470 12,12 19,05 6,93 


Diese Zunahme des gesamt-sdureléslichen Phosphats ist im Vergleich 
zu der namentlich in der ersten halben Stunde enormen Steigerung 
des anorganischen Phosphats nur als gering zu bezeichnen und wird 
ausschlieBlich durch anorganisches Phosphat bestritten. Nur diese, 
den Anfangswert des gesamt-saureléslichen Phosphats tbersteigende 
Menge, die nach 3 Stunden in Versuch 55 3,6 mg-".,, in Versuch 21b 


4,03 mg-", betragt gegeniiber einer Zunahme des anorganischen 
Phosphats um 13,9, bzw. 9,16 mg-"., kann auf ufspriinglich nicht 


siurelésliches organisches Phosphat bezogen werden. Beriicksichtigt 
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man nur die ersten 2 Stunden, in welchen der autolytische Zerfall 
von Lipoiden und Nucleinséuren kaum eine Rolle spielt, so finden wir 
fiir Versuch 5b nur eine Zunahme von 1,3 mg, fiir Versuch 21b eine 
solche von 3,25 mg, denen Zunahmen des anorganischen Phosphats 
von 11,6 bzw. 8,31 mg gegeniiberstehen. Das organisch gebundene, 
sdurelésliche Phosphat zeigt dagegen eine konstante Abnahme, so daB 
wir die Hauptquelle fiir das gebildete anorganische Phosphat in dieser 
Fraktion zu suchen haben. 

Welcher Anteil dieser organisch gebundenen saureléslichen Phosphor- 
siure ist nun fiir die Zunahme des anorganischen Phosphats verant- 
wortlich zu machen? Durch Anwendung der von Lohmann! mit Erfolg 
eingefitihrten Fraktionierung durch Bestimmung des leicht hydrolisier- 
baren Phosphors 14Bt sich nun zeigen, daB an der innerhalb der ersten 
30 Minuten bestimmten Zunahme des anorganischen Phosphats die 
,,P yrophosphatfraktion’’ Lohmanns, d.i. der innerhalb 7 Minuten 
durch n Salzsiure bei Wasserbadtemperatur abspaltbare Phosphor, 
nur zu einem Teil beteiligt ist. 


Tabelle II. 


Versuch Llb. Meerschweinchen, 2, (gravid) 520 g, Lebergewicht 25 g, 
Zellsuspension im Verhaltnis 1: 6. 





a b e a 
Zeit Zucker Anorganische 
Anorg anis cher “Organiseh- .Pyro- i 
Min. me-"/o mg-°/, siureléslicher P — phosphat-I 
0 125 2,2 14,4 3,6 10,8 
30 283 8.0 10,7 1,6 9,1 
60 368 11,3 7.6 0,1 7,5 
9) 385 11,6 
120 505 13,3 6,7 0 6.7 
150 539 13,3 _ 0 
180 984 13,3 6,7 0 6,7 


Versuch 28b. Meerschweinchen, o', 580 g, Lebergewicht 22 g, Zellsuspension 
im Verhaltnis L: 6. 





a b e d 
_ cin Anorganiacher Organisch- Pyro- 
‘ . esurelislicher Pphosphat-P* -e 
Min. mg-9/¢ mg-/ 

0 123 2.6 10,5 1,8 8,7 
30 238 7,0 7,5 0.6 6,9 
60 252 7,9 6,8 _ - 
90 345 9,8 5,8 0,1 5,7 

120 363 9,8 5,8 — — 
150 | 409 || 106 5 0 5 


! 


: 
1 Diese Zeitschr. 202, 466, 1928. 
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Fir die weitere Zunahme scheidet jedoch die ,,Pyrophosphat- 
fraktion“ aus. Hier miissen die schweret hydrolysierbaren Anteile 
der saureléslichen organischen Phosphorverbindungen herangezogen 
werden, und es ist naheliegend, in erster Linie an Kohlenh ydratphosphor- 
sdureverbindungen zu denken. Die Versuche zeigen weiter, dab mit 
dem Fortschreiten der Autolyse der leicht séiurehydrolysierbare Pyro- 
phosphatphosphor innerhalb 1'., bis 2 Stunden restlos zu anorganischem 
Phosphat aufgespalten wird. 


Ill. Glykogenolyse und Phosphatabspaltung der iiberlebenden Leber unter 
Einwirkung von Insulin. 


Untersuchungen tiber die Beeinflussung der postmortalen Glyko- 
genolyse durch Insulin liegen in einer Anzah] von Arbeiten vor. Macleod! 
fihrt in seiner Monographie eine Reihe eigener, sonst unveréffentlichter 
Versuche an, die ergeben, daB sowohl zugesetztes Insulin als auch 
vorhergehende Insulininjektion die Glykogenolyse nicht beeinfluBt. 
Zu gleich negativen Ergebnissen kam Collazo? mit seinen Mitarbeitern, 
sowie Lundsgaard und Holboell®. Einzig Brugsch* und seine Mitarbeiter, 
die auch das Verhalten des Phosphations und die Milchsdiurebildung 
beriicksichtigen, kommen zu dem SchlubB, daB Insulin die Glykogen- 
spaltung und Milchséurebildung herabsetzt und den oxybiotischen 
ProzeB, der zum Verschwinden von Glucose und Phosphat (Synthese 
von Hexosephosphat) fiihrt, aktiviert. Die Ergebnisse und damit die 
SchluBfolgerung von Brugsch konnten freilich von Chaikof/® im Labora- 
torium von Macleod nicht bestatigt werden. 

Unsere eigenen Versuche wurden zunachst mit Zusatz von [Insulin 
zu Leberbrei durchgefiihrt. Verwendet wurde anfangs Insulin ,,Lilly*, 
in weiteren Versuchen, um einen Einflu®B des Konservierungsmittels 
auszuschalten, ein von den Hédchster Farbwerken in dankenswerter 
Weise zur Verfiigung gestelltes Trockeninsulin. Die zugesetzten Insulin- 
mengen betrugen zwischen 10 und 20 Einh. auf 10g Leberbrei. Die 
unter strenger Asepsis bis zu 10 Stunden ausgedehnten Versuche, 
in denen die Lebern von gut genahrten Hunden mit einem Glykogen- 
gehalt zwischen 2 und 4°, verarbeitet wurden, hatten durchgehend 
ein negatives Resultat, gleichgiiltig, wie wir das pq durch Phosphat- 
pufferung regulierten (pq variiert zwischen 6,4 und 8). Eine auch nur 
angedeutete Hemmung der Zuckerbildung oder der Phosphorsaure- 
abspaltung lieB sich in keinem der Versuche nachweisen. 


Monographie, a. a. O. 

Deutsch. med. Wochenschr. 1924, S. 747. 
Journ. of biol. Chem. 68, 475, 1926. 

Diese Zeitschr. 147, 117, 1924. 

Zitiert nach Macleod, Monographie,’ 8. 179. 
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Wir sind dann zu Versuchen an den Lebern insulinvergifteter Tiere 
iibergegangen. MaBgebend dafiir war fiir uns die Uberzeugung, dab 
die Wirkung des Insulins im Kohlenhydratstoffwechsel einen kom- 
plexen Vorgang darstellt, der sich durch Untersuchungen am isolierten 
Zellmaterial in vitro kaum reproduzieren 1aBt. Die Versuche wurden 
mit gut genadhrten Meerschweinchen angestellt, die je nach Kérper- 
gewicht 8 bis 12 Einh. Insulin subkutan erhielten und 2!. bis 3 Stunden 
nach der Injektion, sobald die ersten Zeichen der Insulinvergiftung 
auftraten, getétet wurden. Gleichzeitig wurde stets ein Normaltier 
von annahernd gleichem Gewicht verarbeitet. 

Vergleicht man nun die Ergebnisse von Versuchen, in welchen 
der Glykogengehalt der Leber des Insulintieres und des Kontrolltieres 
annahernd der gleichen Gr6éBenordnung entspricht — und nur eine 
derartige Betrachtungsweise kann zu berechtigten Schliissen fiihren 
so zeigt sich, wie nachstehende Versuche ergeben, dap von einer Hemmung 
der Glykogenolyse bzw. der Phosphatabspaltung durch Insulin keine 
Rede sein kann. Ebensowenig aber lassen unsere Versuche den SchluB 
zu, daB durch Insulin der synthetische ProzeB, der zur Bildung von 
Hexosephosphorsaure fiihrt, irgendwie begiinstigt wird (s. Tabelle IV). 

Bemerkenswert scheint uns noch die Tatsache, daB die Menge des 
verschwundenen Glykogens die Menge gebildeter Glucose weit tiber- 
trifft. Analoge Beobachtungen liegen von Simpson und Macleod! vor. 
Sie finden ihre Erklarung, wie uns eine Reihe von Versuchen zeigt, 
nicht in der Unzulanglichkeit der Zuckerbestimmung, welche von 
Simpson und Macleod als Ursache der Erscheinung herangezogen 
wird, sondern in dem Auftreten niedrig molekularer, nicht reduzierender 
Spaltprodukte des Glykogens. 

Ausgehend von der mit Hiibner® gemachten Beobachtung, daB die 
durch Sulfationen bewirkte Beschleunigung der Blutglykolyse auf eine 
Aktivierung der Phosphatese zuriickzufiihren ist, haben wir auch eine 
Reihe von Glykogenolyseansitze parallel mit physiologischer Kochsalz- 
bzw. isoosmotischer Natriumsulfatlésung durchgefiihrt. Die Versuche 
ergaben durchgehend eine geringfiigige Hemmung der Glykogenspaltung 
in den Sulfatansétzen — gegeniiber den Kontrollen maximal um 15 bis 
20% —, ein EinfluB auf die Phosphatabspaltung lieB sich jedoch nicht 
erkennen. Die Kurve des Phosphats verlief in beiden Ansitzen vollkommen 
identisch. 

IV. Uber das quantitative Verhalten der Hexosemonophosphorsiure bei der 
Glykogenolyse. 


Die bisher mitgeteilten Versuche tiber das gegenseitige Verhalten 
der Glykogenspaltung einerseits, des Auftretens anorganischen Phosphats 


' Journ. of physiol. 64, 255, 1927. 
2 Diese Zeitschr. 196, 488, 1928 und in Vorbereitung. 
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andererseits kénnten mit aller Reserve den Schlu®B zulassen, daB bei 
der Glykogenolyse intermediar Hexosephosphorsdureester entstehen. Wir 
suchten dieser Annahme durch direkte Bestimmung eine experimentelle 
Stiitze zu geben. In der Erwagung, daB das Hexosediphosphat im 
intermedidren Stoffwechsel sozusagen auf einem Nebengeleis entsteht, 
haben wir in unseren Versuchen nur die Hexosemonophosphorsdure 
beriicksichtigt, die nach dem von Embden und Jost! ausgearbeitetem 
Verfahren bestimmt wurde. 


Wir gingen in unseren Versuchen zunachst derart vor, daB wir die 
zu einem feinen Brei verriebenen Lebern von Meerschweinchen bzw. Kanin- 
chen in gut verschlossenen K6lbchen im Wasserbad bei 37° inkubierten. 
Zu Beginn des Versuchs und weiterhin halbstiindig wurden Mengen von 
ungefihr 2g entnommen, in gewogene K6élbchen, welche 10 ccm einer 
5 %igen Trichloressigsiure mit einem Gehalt von 1% Salzséure enthielten, 
iibertragen. Nach Feststellung des Gewichts wurde im Eisschrank iiber 
Nacht belassen,. vom koagulierten Eiwei8 scharf zentrifugiert und die 
klare Fliissigkeit mit reinstem trockenem Magnesiumoxyd bis zur schwach 
alkalischen Reaktion versetzt. Nach Abzentrifugieren des Magnesium- 
niederschlags wurde die Lésung in MeBkélbchen von 50 ccm iibergespiilt 
und nach Auffiillen in je 10 cem der Fliissigkeit die Fallung der Hexose- 
phosphorséure mit absolutem Alkohol und ammoniakalischem Alkohol 
durchgeftihrt. Nach zweimaligem Umfiallen wurden die Niederschlige 
im Zentrifugenréhrchen im Vakuum iiber Schwefelsaéure und festem Natrium- 
hydroxyd getrocknet. Nach Lésen in n/10 Salzsiure und Neutralisieren 
mit 0,05n Natriumcarbonatlésung wurde in einem aliquoten Teile der 
Lésung die Reduktion nach Hagedorn-Jensen bestimmt. 


Nachstehende Tabelle V ergibt eine Ubersicht unserer diesbeziig- 
lichen Versuche. Die Werte sind die urspriinglichen als Glucose er- 
mittelten Zahlen. Des besseren Vergleichs halber sind simtliche Werte 
auf Milligrammprozent berechnet. 


Tabelle V. 





Ver- Zeit in Minuten 
such Tierart ae! Ct a i Se 
Nr. 0 60 120 180 240 
15 Kaninchen Hexose-P-'{ abs. mg-%% 12,6 168 17,5 34,0 | 54,0 
Saure | Zunahme mg 42 > 0,7 165 | 20,0 
16 Kaninchen | Hexose-P- { abs. mg-% 9,7 133 151 15,8 16,1 
Saure | Zunahme mg 3,6 1.8 0.7 08 
17 Kaninchen Hexose-P- | abs. mg-% | 15,2 17,3 284 | 39,6 
Saure | Zunahmemg 2,1 | 11,1 | 11,2 
18 Meer- Hexose-P- { abs. mg-% 25.6 41,6 53,2 72,8 88,2 
schweinchen Saure | Zunahmemg 16,0 11,6 | 19,6 | 15,4 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 179, 24, 1928. 
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Wie unsere Zahlen eindeutig ergeben, zeigt sich im Verlauf der 
Glykogenolyse innerhalb von 4 Stunden eine betriachtliche Zunahme 
der Hexosemonophosphorsdure, die in einzelnen Versuchen das Drei- 
bis Vierfache der urspriinglich vorhandenen Menge betragt. Freilich 
miissen wir annehmen, daB unsere Ausgangswerte mit Riicksicht auf 
den raschen Zerfall des Glykogens, den bereits die Anoximie und die 
mechanische Zerstérung der Struktur bedingt, wesentlich zu hoch 
sind. 

Um einen Vergleich zwischen der Glykogen- und Phosphorsdure- 
abspaltung einerseits, dem Auftreten der Hexosemonophosphorsdure 
andererseits zu erhalten, wurde die Bestimmung der Hexosephosphor- 
siure neben der Zunahme des Reduktionsvermégens und des an- 
organischen Phosphats in der fiir die Glykogenolyseversuche her- 
gestellten Zellsuspension durchgefiihrt. Dazu wurden jeweils 5 ccm 
der Lebersuspension in 10 cem des Trichloressigsiure-Salzsiuregemisches 
iibertragen und weiter in gleicher Weise wie der Organbrei verarbeitet. 
Nachstehende Ubersicht gibt eine Auswahl aus den in dieser Richtung 
durchgefiihrten Versuchen (s. Tabelle V1). 

Die Zahlen der Tabelle zeigen nun einwandfrei, daB ein Zusammen- 
hang zwischen der Menge der abgespaltenen Glucose und der Zunahme 
der Hexosephosphorsdure in dem Sinne zu bestehen scheint, daB in den 
Perioden, in welchen die Zuckerabspaltung niedrige Werte ergibt, die 
Zunahme der Hexosephosphorséure am gréBten ist. Dies tritt besonders 
deutlich in den Versuchen 19 und 22 zutage, wie denn ganz allgemein 
gegen SchluB der Versuche die Zunahmen relativ am héchsten sind. 
Ahnliche Verhaltnisse bestehen auch im Vergleich zur Abspaltung des 
anorganischen Phosphats. Auch hier sehen wir, dab dort, wo die Ab- 
spaltung des anorganischen Phosphats niedrige Werte erreicht, die 
Zunahmen der Hexosephosphorséiure hoch sind. In diesem gegen- 
sinnigen Verhalten der Glucose- und Phosphorséurekurve auf der einen 
Seite, der Menge auftretender Hexosephosphorsiure auf der anderen 
Seite méchten wir eine Bestaétigung unserer bereits ausgesprochenen 
Annahme erblicken, daB die Plateaus in den Kurven des Phosphats 
und der Glucose als Ausdruck einer dem Zerfall zeitweise die Waage 
haltenden Synthese aufzufassen seien. 

Sind wir nun durch diese Versuchsergebnisse berechtigt, auch fiir 
den physiologischen Abbau des Glykogens das Auftreten von Hexose- 
phosphorséureestern anzunehmen? Wir sind uns von Anfang an im 
klaren gewesen, daf derartige Untersuchungen am _ iiberlebenden 
Warmbliiterorgan nicht ohne weiteres Schliisse auf die normalen Ver- 
haltnisse im Organismus erlauben. Bei der enormen Empfindlichkeit, 
welche gerade der Kohlenhydratstoffwechsel der iiberlebenden Leber 
zeigt —- es sei hier an die Fahigkeit der Glykogensynthese erinnert —-, 
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waren eventuell negative Ergebnisse nicht als entscheidend zu_be- 
trachten. Der positive Ausfall der Versuche spricht jedoch unseres 
Erachtens eindeutig fiir die eingangs entwickelte Vorstellung, mit 
einer Einschrankung: daB die hier ermittelten quantitativen Ver- 
hailtnisse nicht auf physiologische Bedingungen tibertragen werden 
kénnen. Entsprechend unseren Erfahrungen bei der Glykogensynthese 
der iiberlebenden Warmbliiterleber! méchten wir annehmen, daB das 
AusmaB der Bildung phosphorylierter Zwischenprodukte bei der 
physiologischen Mobilisation des Glykogens die in unseren Versuchen 
ermittelten Werte um ein Wesentliches tibertrifft. Wenn schon die 
unter optimaler Sauerstoffversorgung durchblutete tiberlebende Leber 
nur mehr einen Bruchteil ihrer physiologischen Leistung zeigt, so gilt 
dies in verstirktem MaBe noch fiir die von uns gewahlte Versuchs- 
anordnung, die sich von physiologischen Verhaltnissen noch weiter 
entfernt. 

Mit Riicksicht auf die von Embden und seinen Mitarbeitern er- 
hobene Feststellung, daB Fluorid die Synthese des Lactacidogens im 
MuskelpreBsaft férdert, wurden auch einige Glykogenolyseversuche 
mit der gleichen Zellsuspension einmal in Natriumchloridlésung, das 
andere Mal in isoosmotischer Natriumfluoridlésung durchgefiihrt. 
Diese Versuche ergaben wohl, in Bestatigung der Befunde von Riesser, 
eine betrachtliche Hemmung der Phosphatabspaltung sowie ein Zuriick- 
bleiben der Glykogenolyse in den Fluoridansatzen; ein EinfluB auf die 
Bildung von Hexosephosphorséure war nur in einem Versuch deutlich 
nachweisbar, wahrend in dem zweiten Versuch im Fluoridansatz weniger 
Hexosephosphat gebildet wurde als im Kontrollversuch. 


Da wir in unseren Versuchen im Gegensatz zu Embden, Lipmann? 
und anderen nur die Hexosemonophosphorsaure, nicht aber das Di- 
phosphat beriicksichtigt haben, ist ein Vergleich mit diesen am Muskel 
gewonnenen Ergebnissen nicht méglich. 


V. Die Isolierung und Charakterisierung der bei der Glykogenolyse der Leber 
entstehenden Hexosemonophosphorsaure. 

War durch die im vorstehenden Abschnitt wiedergegebenen Ver- 
suche das Auftreten einer Hexosemonophosphorsdéure bei der Glyko- 
genolyse sichergestellt, so muBte als niachstes Ziel die Isolierung und 
Charakterisierung des Esters betrachtet werden. Wir haben uns zu 
diesem Zwecke der von Neuberg und Leibowitz® modifizierten Robison- 


1 Diese Zeitschr. 58, 277, 1914. 
2 Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 147, 70, 1929. 
3 Diese Zeitschr. 184, 489, 1927; 187, 481, 1927. 
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schen! Methodik bedient, die zur Isolierung der Baryumsalze fiihrt 
und sich uns auch bei Verarbeitung pflanzlichen Materials hervor- 
ragend bewahrt hat. Mit Riicksicht auf die Ausbeute wurden nur 
Lebern von gut genihrten Hunden und Kaninchen verarbeitet. Im 
einzelnen gestaltete sich die Technik folgendermaBen: 

Die Lebern der durch Entbluten getéteten Tiere wurden noch lebens- 
warm von der Vena portae aus mit kérperwarmer physiologischer Koch- 
salzlésung blutfrei gespiilt, méglichst rasch durch die ausgekochte Fleisch- 
maschine getrieben und schlieBlich in steriler Reibschale zu einem homogenen 
Brei verrieben. Der Brei wurde mit der dreifachen Menge des Gewichts 
an steriler physiologischer Kochsalz- bzw. Ringerlésung aufgeschwemmt 
und fiir 3 Stunden im Brutschrank bei 37° gehalten. Nach dieser Zeit 
wurde die Leberaufschwemmung zwecks EnteiweiBung durch Zusatz von 
20- bis 40 %iger Trichloressigséure auf einen Gehalt von 6% Trichlor- 
essigsiure gebracht. Nach mehrstiindigem Absitzen im Eisschrank wurde 
abgesaugt, das durch seinen Glykogengehalt opaleszierende, gelb getfirbte 
Filtrat mit 60% iger Kalilauge genau neutralisiert und, das anorganische 
Phosphat sowie eventuelles Diphosphat bei einer Temperatur von 70 bis 80° 
durch Zusatz einer heiBen, gesittigten Lésung von Baryumacetat aus- 
gefallt. Vom Baryumniederschlag wurde durch Faltenfilter heiB filtriert, 
das nunmehr klare Filtrat unter der Wasserleitung gekiihlt und unter 
Vermeidung eines Uberschusses vorsichtig mit Bleiessig gefallt. Der auf 
der Zentrifuge abgetrennte Bleiniederschlag wurde nach mehrmaligem 
Waschen in wenig Wasser suspendiert und mit Schwefelwasserstoff zerlegt. 
Vom Bleisulfid wurde abgesaugt, der Schwefelwasserstoff durch einen 
Luftstrom vertrieben und in der Lésung die Bleiessigfillung wieder- 
holt. Der Bleiniederschlag wurde in der gleichen Weise auf det 
Zentrifuge gewaschen und zerlegt. Nach Vertreiben des Schwefelwasser- 
stoffs wurde die Lésung mit gesittigter Barytlésung genau neutralisiert. 
Durch Zusatz von 96 %igem Alkohol im Verhaltnis 1: 1 wurde das Baryum- 
salz der Hexosemonophosphorsaure gefallt. Die erhaltenen Baryumsalze 
wurden durch wiederholtes Auflésen in méglichst wenig kaltem Wasser 
und Umfallen mit Alkohol gereinigt und schlieBlich im Vakuum iiber 
Schwefelsiure getrocknet. 

Die nach dem Trocknen leicht gelblich gefarbten Baryumsalze 
waren in wenig kaltem Wasser vollkommen klar und spielend Jéslich 
und zeigten starke Reduktion Fehlingscher Lésung. Wiederholte 
Prifung auf Stickstoff (Lassaigne) ergab stets ein negatives Resultat. 
Die Ausbeuten schwankten je nach der GréBbe und dem Ernahrungs- 
zustand des Versuchstieres zwischen 20 und 200mg. Die nach der 
Preglschen Mikromethodik durchgefiihrten Analysen ergaben fiir 
Ba und P einwandfrei auf eine Hexosemonophosphorséure stimmende 
Zahlen. Die Tabelle VIII gibt die Werte von zwélf verschiedenen 
Ansatzen wieder. 

Die nach Hagedorn-Jensen bestimmte Reduktion der Baryumsalze 
zeigte fiir die aus Kaninchen- bzw. Hundelebern gewonnenen Salze 


1 Biochem. Journ. 16, 809, 1922. 
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Tabelle VIII. 





Reduktion in °/, 


" ’ Ammon.- " s G se- 
Nr.  Versuchstier mage maS0, Ba P-Molybdat F seat tan 
Hagedorn- 
mg mg C9 mg 9/9 Jensen) 
1 | Kaninchen 5,935 | 38,415 33,86 32,32 7,89 53,1 
2 a 6,375 3,764 34,75 33,83 7,70 — 
3 ‘ 3,050 1,790 34,60 16,28 7,75 
4 a 4,295 2,530 34,70 | 23,15 7,83 49,5 
5 ‘ 4,340 2,543 34,6 23,05 |. 7,71 — 
6 . 6,595 3,870 34,6 35,22 7,75 49.9 
7 “ 4,355 2,558 34,6 23,32 Pj 49,7 
8 Hund 4,345 2,570 34,8 22,81 7,62 52,0 
9 || : 9,345 5,485 34,6 50,14 7,78 49,9 
10 ‘ | 8,455 4,965 34,6 44,80 7,69 50,25 
11 | ” 8,700 5,110 33,9 46,59 7,76 — 
12 || is 5,630 3,310 34,56 | 29,97 7,73 _ 
Mittelwert aus zw6lf Darsteilungen: Ba = 34,51, P = 7,75%. 
Berechnet fiir C,H,,0;PO0,Ba: Ba = 34,73%, P 7,848 %,. 


ein Reduktionsvermégen von 49,5 bis 53,1°, der berechneten Hexose- 
menge. Der Mittelwert fiir die an sieben verschiedenen Darstellungen 
ermittelte Reduktion liegt bei 50,6°,. Die Streuung um diesen Mittel- 
wert ist fiir die aus Kaninchen- bzw. Hundelebern dargestellten Pra- 
parate annahernd die gleiche; Mittelwert fiir die Praparate aus Kanin- 
chenleber 50,4°,,, fiir die aus Hundeleber 50,7 °.,. 


Ist durch diese Werte schon die Annahme naheliegend, daB es 
sich bei dem aus Kaninchen- bzw. Hundelebern isolierten Estern um 
identische Verbindungen handelt, so wird diese Vermutung durch 
das optische Verhalten der beiden Salze zur Gewibheit. Fir beide 
Baryumsalze wurden iibereinstimmende Werte erhalten, und zwar 
[a], 18° = —8,35° fiir das aus Hundeleber isolierte Baryumsalz, 
(«], 26° = — 8,4° fiir das Praparat aus Kaninchenleber. 


Die Bestimmungen wurden sémtlich im Landoltschen Halbschatten- 
apparat bei Natriumlicht durchgefihrt. 


1. Baryumsalz aus Hundeleber. 


a 18° = — 0,33 (Mittelwert aus zehn Ablesungen), 
ec = 197,715 mg in 5cem = 3,95%, 1 = 1 dm, 
[x]p 18° = — 8,36°. 


2. Baryumsalz aus Kaninchenleber. 


a 26° = — 0,393 (Mittelwert aus zehn Ablesungen), 
c = 234,0 mg in 5ccm = 4,68%, 1 = 1 dm, 
[a]p 26° = — 8,4°. 
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Fir die freie Saure, welche aus einem aus Hundeleber dargestellten 
Baryumsalz gewonnen wurde, wurde eine spezifische Drehung von 
[a], 18° = — 6,34° bestimmt. 


Fiir die Bestimmung wurden 185,85 mg Baryumsalz mit der berechneten 
Menge Schwefelsdure zerlegt. Nach Abtrennen von Baryumsulfat auf der 
Zentrifuge und zweimaligem Nachwaschen betrug das Gesamtvolumen 
der Lésung + Waschwasser 7 ccm, entsprechend einem Gehalt von 121,55 mg 
freien Esters. 


a 18° 0,11 (Mittelwert aus zehn Ablesungen), 
c 1,736 %, Ll 1 dm, 
[a]p 18° ~ 6,349. 


Zur Feststellung der Natur der Hexose wurde das Verfahren von 
W illstatter-Schudel’ in der Mikromodifikation von Macleod und Robison? 
herangezogen, das fiir die beiden Darstellungen tibereinstimmende 
Werte ergab. Fir das aus Hundelebern isolierte Baryumsalz wurde 
ein Aldosewert von 44,76°,, der vorhandenen Hexose ermittelt, fiir das 
aus Kaninchenleber isolierte Salz ein Wert von 43,36",. 


1. Baryumsalz aus Hundeleber. 


Einwage 19,74 mg, gelést in 10 ccm Wasser. Zur Bestimmung je 2 ccm 


verwendet. Glucosewert (Mittel aus drei Bestimmungen) 0,711 mg fiir 
2 ccm. 
Aus der Einwage berechnet Hexose fiir 2cem Lésung 1,797 mg. 


2. Baryumsalz aus Kaninchenleber. 

Einwage 11,935 mg, gelést in 10ccm Wasser. Zur Bestimmung je 
3cem verwendet. Glucosewert (Mittel aus drei Bestimmungen) 0,707 mg 
fir 3ccm. 

Aus der Einwage berechnet Hexose fiir 3cem Lésung 1,630 mg. 

Die wach der Wiilstdtter-Schudel-Behandlung durchgefihrte 
Reduktionsbestimmung nach Michaelis ergab fiir das aus Hunde- 
leber isolierte Salz einen Reduktionswert von 47,86°,, fiir das aus 
Kaninchenleber isolierte einen solchen von 52,15”.,, bezogen auf die 
vorhandene Hexosemenge, der auf Ketose (Fructose) bezogen werden 
mub. 

Zur naheren Charakterisierung des Esters wurde auch ein phosphor- 
siurehaltiges Phenylosazon dargestellt. Zu diesem Zwecke wurden 
125,1 mg Baryumsalz aus Hundeleber mit der berechneten Menge 
Schwefelsiure zerlegt, nach Zentrifugieren von Baryumsulfat die 
wenige Kubikzentimeter betragende Lésung mit etwas festem Natrium- 


1 Ber. 51, 780, 1918. 
2 Biochem. Journ. 28, 517, 1929. 
3 Diese Zeitschr. 59, 166. 1914. 
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acetat versetzt, mit Eisessig angesiuert und 0,2 ccm reines Phenyl- 
hydrazin zugefiigt. Die Lésung fairbte sich beim Erwirmen am 
kochenden Wasserbad sofort intensiv gelb. Nach 30 Minuten Erhitzen 
wurde langsam abkihlen gelassen. Das Osazon schied sich in gelb 
gefarbten Flocken ab, die sich unter dem Mikroskop als schéne, rosetten- 
formig angeordneten Nadeln prasentierten. Durch Lésen in wenig 
absolutem Alkohol und Verdiinnen mit Wasser wurde umkristallisiert. 
Das Osazon enthielt Phosphorsdéure in organischer Bindung und zeigte 
einen Schmelzpunkt (unter Zersetzung) von 177° gegeniiber dem von 
Pryde und Waters! fiir das Osazon des Embdenschen Esters  fest- 
gestellten von 145 bis 147°. 


Nach den vorliegenden Befunden handelt es sich also bei dem aus 
Hunde- und Kaninchenlebern isolierten Baryumsalz um einen identischen 
Hexosephosphorsdureester, der zu annidhernd gleichen Teilen aus Glucose- 
und Fructoseester besteht. Nach dem optischen Verhalten, den Re- 
duktionswerten und dem Schmelzpunkt des Phenylosazons ist er von 
dem durch Zerfall des Muskelglykogens entstehenden Embdenschen Ester 
verschieden und zeigt auch mit den ibrigen, in der Literatur be- 
schriebenen, teils aus biologischem Material isolierten, teils kiinstlich 
dargestellten Estern keine Ubereinstimmung. Ob freilich dieser bei 
der Glykogenolyse isolierte Ester mit dem auch unter physiologischen 
Bedingungen entstehenden Produkt identisch ist, miissen wir dahin- 
gestellt sein lassen. Bei der bereits betonten Empfindlichkeit, welche 
die tiberlebende Leber gerade in ihrem Kohlenhydratstoffwechsel 
zeigt, méchten wir eher an der Identitét unseres Esters mit dem 
physiologischen Intermediarprodukt zweifeln. Immerhin zeigen aber 
unsere Untersuchungen, da®B auch fiir den Kohlenhydrathaushalt der 
Leber der Phosphorylierung eine, wie wir glauben, wesentliche Rolle 
zukommt. 

VI. Zusammenfassung. 


1. Die postmortale Glykogenolyse der Leber verlaiuft in den ersten 
2 bis 4 Stunden nicht in Form einer linearen Kurve, sondern aus- 
gesprochen treppenformig. Analog verlauft die Abspaltung des an- 
organischen Phosphats. Anstiege und Plateaus fallen in beiden Kurven 
zeitlich zumeist zusammen. Das Parallelgehen beider Kurven kénnte 
den SchluB auf eine Kopplung der beiden Prozesse zulassen. 


2. Als Quelle des neu auftretenden anorganischen Phosphats 
kommt neben der leicht siurehydrolysierbaren ,,Pyrophosphatfraktion* 
in erster Linie der schwer hydrolysierbare Anteil des saureléslichen 
organischen Phosphats in Frage. 


1 Biochem. Journ. 23, 573, 1929. 
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3. Weder IJnsulinzusatz in vitro noch voriibergehende Insulin- 
vergiftung beeinflussen die Glykogenolyse und die Phosphatabspaltung 
der Leber. 

4. Bei der Glykogenolyse tritt eine Hexosemonophosphorsdure auf, 
Die quantitative Verfolgung ergibt, daB die starksten Zunahmen dieser 
Hexosephosphorsaure mit den Perioden des Abfalls der Zucker- und 
Phosphatabspaltung zusammenfallen. 


5. Die bei der Glykogenolyse der Leber von Aaninchen (Pflanzen- 
fresser) und Hunden (Fleischfresser) als Baryumsalz isolierte Hexose- 
monophosphorséure ist identisch. Nach ihrem Reduktionswert und 
dem optischen Verhalten ist sie von den bisher untersuchten biologisch 
vorkommenden oder kiinstlich dargestellten Hexosemonophosphor- 
sduren verschieden. 








Zur Messung der Saureausscheidung im Harn’. 


Von 
Fritz Mainzer 
unter Mitwirkung von 


Marga Bruhn. 
(Aus der Medizinischen Universitatsklinik Rostock.) 
(Eingegangen am 8. Oktober 1930.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


I. Fragestellung. 


In einer fritheren Untersuchung [Mainzer und Joffe (1)] haben 
wir gezeigt, daB die Bicarbonatausscheidung im Harn eine Basen- 
ausscheidung (Saureersparnis) darstellt in dem gleichen Sinne, in dem 
das Harnammoniak eine Sdureausscheidung (Basenersparnis) be- 
deutet. Aus dieser Erkenntnis leiteten wir die Notwendigkeit ab, 
den bisher verwandten Ausdruck Titrationsaziditat + Ammoniak: 
(A + NH,) [Henderson und Palmer (2)], der sowohl in der klinischen 
Medizin (Elias u. a.) wie in der Kinderheilkunde (Gyérgy, Vollmer u. a.) 
als MaB der Séureausscheidung vielfach Anwendung gefunden hat, 
durch den Term: Titrationsaziditat + Ammoniak —- Bicarbonat: 
(A + NH, — Bik) zu ersetzen; diese GréBe kann entweder nach 
dem bisherigen Gebrauch in Kubikzentimeter einer n/10 Lésung 
oder, wie wir es vorziehen, in Millimol pro Liter gemessen werden. 
Wir konnten weiter zeigen, daB man in dem Verhiltnis dieser GréBe 

| _, A+ NH, — Bik — Mio 
zur Stickstoffausscheidung N ein Ma8B dafiir gewinnt, 





1 Im Auszug vorgetragen auf der Tagung der Nordwestdeutschen 
Gesellschaft fiir innere Medizin zu Bremen im Juli 1930. 
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wie weit im Gesamtorganismus eine Tendenz zur Einsparung von 
Sauren herrscht (,,siuresparende Tendenz‘), in ihrem Verhaltnis zur 
Reig A+NH, Bik eaeaorag 
Ausscheidung fixer Basen: ein MaB, wie weit diese 
Basen 

Tendenz im Gesamtorganismus wirksam wird und damit die Richtung 
des Siurebasenhaushalts bestimmt (,,Sauresparender Effekt‘). Von 
diesen letzten Folgerungen soll hier nicht weiter die Rede sein. 


Unser Vorschlag hat hinsichtlich des Saurebasenhaushalts des 
Sauglings zur Lésung bestimmter Fragestellungen beigetragen [ Brock 
und Hoffmann (3)], scheint aber in der inneren Medizin bisher keine 
weitere Beachtung gefunden zu haben. 


Brock und Hoffmann machten jedoch darauf aufmerksam, daB man 
die Titrationsaziditat und die Bicarbonatmenge im Gegensatz zu unserem 
Vorgehen bei der gleichen CO,-Spannung messen miisse, waihrend wil 
die Bicarbonatmenge bei einer Spannung bei 40mm Hg CO, ge 
messen hatten, die Titrationsaziditaét jedoch nach dem Vorgang von 
Brock (13), d. h. praktisch ohne Beriicksichtigung der CO,-Spannung, 
wie es auch Brock und Hoffmann selbst im Gegensatz zu ihren Dar- 
legungen getan haben. Denn eine Methode, bei der keine MaBregeln 
gegen das Entweichen der CO, wahrend der Titrierung getroffen sind, 
kann wohl kaum der Forderung einer Titration bei konstanter CO,- 
Spannung gentigen. 


Die Ausfiihrungen von Brock und Hoffmann boten uns die Ver- 
anlassung, die Abhangigkeit der Titrationsaziditét und der GréBe 
(A-Bicarbonat) -- vom Ammoniak kann in diesem Zusammenhang, 
wo nur die Methodik zur Diskussion steht, abgesehen werden — von 
der CO,-Spannung zu untersuchen. 


II. Methodik. 


Ks wurden bei einer Reihe von Versuchspersonen die Nachtharne 
untersucht. Da das Bicarbonat nur in Harnen von héherer Wasserstoff- 
zahl quantitativ eine Rolle spielt, wurde bei einem Teil der Harne durch 
Verabreichung von Natr. bicarb. in wechselnden Mengen eine Alkalisie- 
rung bewirkt. Die Harne wurden unter LuftabschluB durch Paraffin ent- 
leert (mannliche Versuchspersonen) und sofort verarbeitet. Je 15 ccm 
Harn wurden in zylindrischen Barcroft-Tonometern bei 38° mit C,-Luft- 
gemischen wechselnden CO,-Gehalts in Ausgleich gebracht (1 Stunde). 
Durch geringfiigiges Erwarmen wurde nach Ausgleich der Harn untet 
Paraffin entleert und der Analyse unter worfen. 

Die Tonometeratmosphare wurde im Haldane-Apparat auf CO, analy- 
siert und aus dem Barometerdruck und dem prozentischen CO,-Gehalt 
unter Beriicksichtigung der Wasserdampfspannung in der iiblichen Weise 
die CQ,-Spannung berechnet. 


Im genuinen Harn wie in den einzelnen so vorbehandelten Harnproben 


wurde bestimmt : 
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1. Die Gesamt-CO, nach van Slyke und Neill (4) im manometrischen 
Apparat von van Slyke; Abmessung des Harns in van Slyke-Pipetten; zur 
Analyse dienten je nach der CO,-Menge 0,125 bis 2,0 cem Harn. Doppel- 
bestimmungen. 


2. Die Wasserstoffzahl mit dem ausgezeichneten Potentiometer von 
Lautenschlager in den Eintauchelektroden dieser Firma (nach Wulff-Kor- 
datzki) mit Chinhydron unter LuftabschluB durch Paraffin; als Vergleichs- 
elektrode diente die gesittigte Kalomel-KCl-Elektrode. Bis px 8,00 
wurden stets konstante Potentiale erzielt, in den wenigen Harnen, die 
dariiber hinausgehende Wasserstoffzahlen aufwiesen, war das nicht immer 
der Fall. Hier wurde mit méglichster Beschleunigung gemessen und das 
extrapolierte Anfangspotential eingesetzt. (Hier und da konnten wir fest- 
stellen, daB der genuine Harn im Gegensatz zu den im Tonometer ver- 
arbeiteten Proben kein konstantes Potential ergab. Wir lassen dahin- 
gestellt, wie weit etwa der Sauerstoffgehalt fiir diese Erscheinung von 
Bedeutung ist.) 


3. Die Titrationsaziditat. Je 2cem Harn wurden unter Paraffin in 
Reagenzréhrchen mit 4 cem Wasser und einem Tropfen Phenolrotlésung 
nach Clarks (5) Vorschrift versetzt und dann unter vorsichtigem Umriihren 
mit diinnem Glasstab mit n/20 NaOH oder HCl und Mikrobiirette bis 
pu = 7,45 titriert; der Endpunkt der Titration wurde durch Vergleich mit 
einem n/1l0 Phosphatputfergemisch nach Sérensen im Walpole-Komparator 
festgestellt. Zur Kontrolle der Genauigkeit des kolorimetrischen Vergleichs 
wurde die resultierende Wasserstoffzahl nach Beendigung der Titration 
potentiometrisch wie unter 2. gemessen. 


Ill. Ergebnisse. 


Die Ergebnisse der Messungen sind in den Tabellen I bis XVI und 
den Abbildungen | bis 3 zusammengestellt. 


In Tabelle I haben wir die Titrationsergebnisse im Hinblick auf ihre 
Genauigkeit zusammengefaBt. 


Das vorstehend beschriebene Titrationsverfahren hatten wir gewahlt, 
nachdem sich uns die elektrometrische Titration unter Paraffin, wie sie 
jiingst von Mecke (6) im Harn ausgefiihrt wurde, als verhaltnismaBig schwer- 
fallig erwiesen hatte. Aus der Tabelle geht hervor, daB unser Verfahren 
annihernd dasselbe leistet wie die unmittelbare elektrometrische Titra- 
tion. Die Abweichungen von der Wasserstoffzahl sind zwar teilweise 
nicht gering, doch ist selbst in den stark gepufferten Nachtharnen, 
um die es sich handelt, die entsprechende Titrationsdifferenz gering; 
sie betragt beispielsweise nach Ausweis der Doppelbestimmungen, 
welche unter sich in gleicher Weise differieren, fiir die maximalen px- 
Differenzen der Tabelle I: 


fur Apg = 0,47: 0,01 cem n/20 = 0,25 Millimol pro Liter, 
» Apa = 0,26:0,05 ,, n/20 = 1,2 me - pa 


Auf diese Verhaltnisse haben wir bereits an anderer Stelle aufmerksam 
gemacht [Mainzer (7)].. Da der Fehler der kolorimetrischen Bestimmung 
der Titrationsaziditét nach der hier angegebenen Methode unter 2 Milli- 
mol pro Liter liegt, diirfte sie fiir alle Messungen anwendbar sein. 
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Aus Tabellen II bis XVI und Abb. | ist die Abhangigkeit der Wasser- 
stoffzahl von der CO, Spannung des Harns ersichtlich. Hierbei handelt 
es sich um die Bestatigung des bereits Bekannten [Marshall (3), 
Mainzer (7) (9), Beck und Lauder (10)}, sowohl was das Grundséatzliche 
anlangt als auch die groBe Bedeutung dieser Beziehung in alkalischen 
Harnen. Auch fiir die Abhangigkeit des CO,-Gehalts des Harns von det 
CO,-Spannung stellen unsere hier mitgeteilten Befunde nur eine Erganzung 
unserer friiheren Feststellungen dar [.J/ainzer und Shen (11)], die inzwischen 
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von Mecke (6) bestatigt wurden (Abb. 2). Im Gegensatz zu der Deutung von 
Mecke konnen wir jedoch auf Grund von Modellversuchen [Mainzer und 
Shen (12)] feststellen, daB die starkere Pufferung alkalischer Harne und 
Blutproben, die im steileren Verlauf der CO,-Bindungskurve zum Ausdruck 
kommt, nicht als Folge der Pufferwirkung von organischen Sauren bzw. 
des Ammoniaks in diesem Bereich angesehen werden mu, sondern als 
zwangsliufige Konsequenz des Massenwirkungsgesetzes auch in reinen 
Phosphatlésungen in Erscheinung tritt. 

Neu sind die Ergebnisse hinsichtlich der Abhiangigkeit der Titrations- 
aziditat von der CO,-Spannung, wie sie aus den genannten Tabellen und 
Abb. 3 ersichtlich sind. 
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Eine Titration bei konstanter CO,-Spannung — das theoretische Ziel 
des Verfahrens — diirfte methodisch schlechthin unausfiihrbar sein. Gang- 
bar ist nur durch Vermeidung von CO,-Verlust an der Luft die Titra- 
tion bei konstantem CO,-Gehalt. Hierbei nimmt bei Titration mit Saure 
— also bei Harnen, die alkalischer als Blut sind — der Gehalt an freier 
CO, und damit die CO,-Spannung stindig zu, indem CO, aus dem Bi- 
carbonat frei gemacht wird; bei sauren Harnen nimmt im Gegensatz 
dazu die freie CO, und damit die CO,-Spannung schnell ab. Da die 
geringen Mengen geléster CO, wahrend der Titration mit Lauge ver- 
braucht werden, diirfte die CO,-Spannung am Ende der Titration in 
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der Regel = 0 sein. Auf der anderen Seite kann die CO,-Spannung 
bei alkalischen Harnen sehr hoch steigen. So geht aus einer friiheren 
Berechnung von uns [Mainzer und Joffe (1) Tabelle I] hervor, daB bei 
der Messung der Titrationsaziditét eines Harns mit der Wasserstoff- 
zah] po = 8,20, welcher rund 320 Millimol ( 717 Vol.-°,) Gesamt- 
CO, enthalt, 16 Millimol (= 36 Vol.-°%) titriert, d. h. in Freiheit 
gesetzt werden. Selbst wenn wir die bei Beginn der Titration bereits ge- 
gebene CO,-Spannung nicht in Rechnung setzen, entspricht diese Menge 
freier CO, unter der Voraussetzung eines Léslichkeitskoeffizienten von 
« = 0,50 (38°) einer CO,-Spannung von rund 550mm Hg. Die CQO,- 
Spannung am Ende der Titration wird also et wa zwischen 0 und 650 mm Hg 
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(wenn der Anfangsdruck in Rechnung gezogen wird), schwanken kénnen. 
Sie wird bei ein und derselben Titration im ungiinstigsten Falle um 550 mm 
Hg ansteigen kénnen. Soweit entfernen wir uns von der Forderung der 
konstanten CO,-Spannung, wenn wil unter konstantem C O,-Gehalt titrieren. 
Die Abweichung der so erhaltenen Werte gegeniiber der Titration bei 
konstantem CO,-Druck ist bei sauren Harnen (pa < 7,40), die ja bei weitem 
die Uberzahl ausmachen, nicht betrachtlich; bei Harnen, die alkalischer 
als das Blut sind und die daher mit Saure titriert werden miissen, muB 
indes die Abweichung Werte bis zu 90% des Titrierten erreichen, die 
gemessene Titrationsaziditét wird also unter ungiinstigen Bedingungen 
nur etwa 50°, der tatsachlichen betragen. Sind die entsprechenden Daten 
bekannt (Gesamt-CO,, CO,-Spannung), so wird eine Korrektur mit aus- 
reichender Exaktheit méglich sein, wie wir das schon friiher vorgeschlagen 
haben [Mainzer und Joffe (1)]. Bei alledem ist das vorgeschlagene Ver- 
fahren die einzige Méglichkeit, tiberhaupt unter eindeutig definierten 
Bedingungen zu arbeiten. Alle bisherigen Methoden diirften von diesem 
Gesichtspunkt aus jedenfalls fiir alkalische Harne als ungeeignet zu 
bezeichnen sein, weil sie die CO,-Spannung tiberhaupt nicht in Rechnung 
ziehen. Welche Bedeutung dieser Faktor hat, geht aus unseren Tabellen IT 
bis XVI und der Abb. 3 zur Geniige hervor. Differenzen von 10 Millimol 
pro Liter (= 100cem n/10 nach der tiblichen Bezeichnungsweise), sind 
innerhalb der mit der bisherigen Methodik zu erwartenden Schwan- 
kungen der CO,-Spannung bei der Titration alkalischer Harne gewéhn- 
lich. Wie zu erwarten, besteht auch hier eine Abhangigkeit von der 
Harnreaktion, derart, daB der EinfluB der CO,-Spannung auf die 
Titrationsaziditaét mit steigender Wasserstoffzahl wachst. Eine voll- 
kommen gesetzmiBige Abhangigke‘t ist nicht zu erwarten, da weiter- 
hin auch die Konzentration der verschiedenen Pufferséuren und -basen 
von Bedeutung ist. 

Wo also die Feststellung der Titrationsaziditat von Wert ist, wird 
diese unter Beriicksichtigung der CO,-Spannung sowohl bei Entnahme 
des Harns wie auch bei der Ausfiihrung der Titration selber zu geschehen 
haben. Selbst die Berufung auf klinische Zielsetzung wird Fehler von 50% 
kaum rechtfertigen kénnen. 

Wihrend nun sowohl Wasserstoffzahl wie Bicarbonat und Titrations- 
aziditaét eine eindeutige Abhangigkeit von der CO,-Spannung zeigen, 
verhalt es sich mit der Séure- (bzw. Basen-)Ersparnis (A (+ NH;,)-Bi- 
carbonat) anders. Da die NH,-Menge naturgemaéB von der CO,-Spannung 
unabhiangig ist, sind die einschlagigen Verhaltnisse aus dem Stab (A — Bi- 
carbonat) unseren Tabellen IIT bis XVI zu entnehmen. Bei den weniger 
alkalischen Harnen (Tabellen IT bis X) zeigt sich keine Abhangigkeit von 
der CO,-Spannung. Die geringen Abweichungen liegen innerhalb der Be- 
stimmungsfehler. Fiir die alkalischen Harne vermégen wir das nicht mit 
Sicherheit festzustellen. Die Bicarbonatbestimmungen sind hier nicht 
von gleicher Exaktheit, da bei den kleinen Harnmengen, die hier zur 
Analyse kommen (0,125 cem), selbst ein sehr geringfiigiger Bestimmungs- 
fehler durch die Analysenberechnung auf Millimol pro Liter vervielfacht 
wird; Bestimmungsfehler werden unter diesen Umstanden aber dadurch 
begiinstigt, daB die fiir die Abdunstung in Frage kommende Oberflache 
in der van Slyke-Pipette mit abnehmender Menge relativ wiichst und daB 
bei CO,-Mengen, die an der oberen Grenze der Bestimmungsfahigkeit 
im manometrischen van Slyke-Apparat liegen, eine die vorgesehene Kor- 
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rektur tibersteigende, teilweise Wiederlésung ‘der aus der angesduerten 
Fliissigkeit evakuierten CO, sehr viel leichter erfolgt als bei der Messung 
kleiner Mengen unter starkem Vakuum. 


Da nun bei diesen alkalischen Harnen die Dinge insofern grund- 
sitzlich anders legen, als bei ihnen nach CO,-Abdunstung auch 
das System Bicarbonat -Carbonat als Puffer auftritt, méchten wir die 
Entscheidung der Frage, wie weit die gefundenen Abweichungen nur 
methodisch bedingt, wie weit sachlich gegeben sind, einstweilen zuriick- 
stellen. Eine Abéanderung der van Slykeschen  Entliifttungskammer, 
liber die wir demniachst in dieser Zeitschift berichten werden, soll 
uns instand setzen, solche stark kohlenséiurehaltigen Systeme zu 
analysieren und damit die vorliegende Frage auch im Modellversuch 
zu klaren. 

Die Tatsache, daB zwar sowohl der Bicarbonatgehalt wie auch die 
Titrationsaziditat im Harn von der CO,-Spannung abhingig, ihre Differenz 
(A — Bicarbonat) jedoch weitgehend davon unabhingig erscheint (Brock 
und Hoffmann), ist von erheblicher methodischer Bedeutung. Wo es nur 
auf den Wert der Gesamtsiéiureausscheidung (A + NH, — Bicarbonat) an- 
kommt, entfallt damit die Notwendigkeit, den Harn bereits unter CO,- 
Abschlu8 zu entnehmen. Das diirite vor allem fiir die Fragestellungen der 
Kinderheilkunde eine wesentliche Erleichterung darstellen. Vor der Trennung 
der fiir die Bestimmung von Gesamt-CO, und Titrationsaziditat bestimmten 
Harnportionen sind jedoch bereits Kautelen zur Vermeidung von CO,- 
Verlust anzuwenden, um die Bestimmung beider GréBen bei dem gleichen 
CO,-Gehalt zu gewahrleisten. Das ist, wie gesagt, in den bisherigen Unter- 
suchungen nicht geschehen; weder unsere eigenen friiheren Bestimmungen 
geniigen dieser Forderung, wie Brock und Hoffmann mit! Recht betonen, 
noch auch die Analysen dieser Autoren, da sie die Titrationsaziditat ohne 
Riicksicht auf CO,-Verlust bestimmt haben. Einzig die Versuchsanordnung 
von Mecke entspricht den Forderungen, welche durch die hier mit geteilten 
Analysen nahegelegt werden. 


IV. Zusammenfassung. 


In analoger Weise wie die Wasserstoffzah] und der CO,-Gehalt 
ist auch die Titrationsaziditat des Harns von der CO,-Spannung ab- 
hangig. Ihre Bestimmung bei konstanter CO,-Spannung ist kaum 
méglich. Eine Methode zu ihrer Bestimmung bei konstantem CO,- 
Gehalt wird angegeben, und ihre Fehlergrenzen werden diskutiert. 
Der zu erwartende Fehler ist bei sauren Harnen sehr gering, 
kann jedoch bei stark alkalischen Harnen (py > 8,00) bis zu 
90 bis 100°, des titrierten Wertes betragen. Bei Kenntnis des 
CO,-Gehalts und der CO,-Spannung sind ausreichende Korrekturen 
moglich. 


Demgegeniiber ist die GréBe der Gesamtsaureausscheidung (A + N H, 

- Bicarbonat) von dem absoluten Wert der CO,-Spannung weitgehend 

unabhangig, wenn nur die GréBen A und Gesamt-CO, bei gleicher 
CO,-Spannung bestimmt werden. 
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Tabelle I (Fortsetzung). 
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Analytische Mitteilungen. XII. 


Von 
Ludwig Pincussen. 


(Aus dem biologisch-chemischen Institut des staédtischen Krankenhauses 
am Urban zu Berlin.) 


(Eingegangen am 8. Oktober 1930). 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


I. Extraktion von Fett aus Fliissigkeiten. 

Wahrend die Frage der Fettextraktion aus trockenen Substanzen 
und dementsprechend auch die Extraktion anderer in Ather und ahn- 
lichen Stoffen léslichen Substanzen durch das Verfahren von Soxhlet in 
vorbildlicherWeise gelést ist, begegnet die Entfernung atherloslicher Stoffe 
aus Flissigkeiten noch immer sehr erheblichen Schwierigkeiten. In vielen 
Fallen wird das sehr zeitraubende Ausschiitteln im 
Scheidetrichter geiibt ; eine Zahl von Versuchen, 
die Extraktion ahnlich wie beim Soxhlet auto- 
matisch ablaufen zu lassen, sind in der Apparatur 
und Handhabung verhaltnismaBig schwierig. 

Bei einem fiir solche Zwecke zu_ ver- 
wendenden Apparat miissen mehrere  Be- 
dingungen erfillt sein. Es miissen simtliche ) 








Verbindungen glasern sein: Gummistopfen oder \ 
dergleichen dirfen nicht verwendet werden, 
der Apparat muB handlich und leicht zu be- 
dienen sein, endlich muB er so auseinander- 
genommen werden kénnen, dab Extraktions- 
gefaB und ebenso das GefiB, in dem die 
Fliissigkeit zum Sieden gebracht wird, und in 
welches die mit dem Fett gesiattigte Flissigkeit 
zuriickstrémt, abnehmbar ist und auch ohne 
Schwierigkeit durch gleiche dazu passende er- 
setzt werden kénnen. In dem klassischen Sorhlet- 
Apparat fiir trockene Substanzen sind diese 
Forderungen erfiillt. 











Die in beifolgender Zeichnung (Abb. 1) 4 
dargestellte Apparatur lehnt sich grundsitz- ae 
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lich an das Soxhlet-Verfahren an, indem sie ebenfalls von dem Riick- 
laufprinzip unter Anwendung kommunizierender Réhren Gebrauch 
macht. Aus dem Kélbchen A, welches mit Ather beschickt ist und 
auf einer elektrischen Heizplatte steht, treten die Diampfe in 
das mit einem Schliff verbundene Mittelstiick ein. Das Mittelstiick 
besteht grundsitzlich aus einem erst aufsteigenden, dann schrag ab- 
steigenden Rohr: an letzterem Teile, kurz hinter dem héchsten Punkt, 
ist der Kiihler angesetzt, so daB die Atherdampfe, nachdem sie im Kihler 
kondensiert sind, nun nach dieser Richtung herunterflieBen. Sie treten 
nunmehr durch ein Rohr mit unten angeschmolzener, durchlécherter 
Kugel in das mit Hilfe eines Schliffes angesetzte GefaB B, welches 
die zu extrahierende Flissigkeit enthalt, aus, passieren diese und 
sammeln sich oberhalb der wasserigen Schicht an. Wenn die Ather- 
schicht eine solche Hohe erreicht hat, die dem héchsten Punkt 
des Uberlaufrohres entspricht, entleert sich der iiberstehende Ather 
automatisch in das VerdampfungsgefaB A und das Spiel beginnt von 
neuem. Damit ein méglichst weitgehender Ablauf des iiberstehenden 
Athers erfolgen kann, ist das abnehmbare ExtraktionsgefiB B in das 
feste Mittelstiick eingeschliffen. 

Die Dauer der Extraktion richtet sich nach dem Gehalt an Fett 
und verschiedenen anderen Dingen, besonders auch nach der Art des 
zu extrahierenden Stoffes und seiner Verteilung. Zur Extraktion des 
Fettes aus Milch sind 2 bis 3 Stunden notwendig, fiir Serum etwas mehr. 
Der Apparat wird im wesentlichen fiir Mikroextraktionen gebaut; das 
GefiB B wird mit einer gemessenen Menge, ungefahr 15 ccm, der zu 
extrahierenden Fliissigkeit beschickt; an seine Stelle kann auch ein 
kleineres GefiB, zum selben Schliff passend, eingesetzt werden, das 
8 bis 10 cem Fliissigkeit aufnimmt. In jedem Falle wird sich empfehlen, 
bei dem zu untersuchenden Material die notwendige Extraktionszeit 
zunichst festzustellen. 

Nach beendeter Extraktion bringt man durch leichtes Neigen des 
Apparats eventuell noch vorhandenen iiberstehenden Ather in das 
GefaB A, nimmt ab, verdampft und wagt wie iiblich. Da sowohl A 
wie B gegen gleiche GefaiBe auswechselbar sind, kann eine neue 
Extraktion sofort angeschlossen werden!. 


Il. Uber die Bestimmung des Broms im Harn. 
Die Methode schlieBt sich an die im Institut fiir Blut usw. aus- 
gearbeitete und in der ,,Mikromethodik“ beschriebene an und wird 
folgendermaBen ausgefiihrt : 


! Hersteller: M. J. Goldberg u. Séhne, Berlin W 9. 
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5 bis 10 cem filtrierter Harn werden mit 6 bis 12 Tropfen kon- 
zentrierter NaOH versetzt, zur Trockne auf dem Wasserbad gedampft 
und dann auf offener Flamme unter Gliihen im Nickeltiegel verascht. 
Nach dem Abkiihlen wird mit destilliertem Wasser aufgenommen und 
quantitativ in den Destillierkolben @ des Apparats (s. Abb. 2) filtriert. 
Das wasserklare Filtrat wird mit konzentrierter H, SO, stark angesiuert 
und dann mit etwa 20 ccm einer Lésung von 10 °,igem KH SO, versetzt. 











Abb. 2. 


Nun gibt man tropfenweise durch den Tropftrichter 6 2" ,ige KMn0O,- 
Lésung bis zur bleibenden Rotfarbung. Dann saugt man 1!., Stunden 
kalte Luft durch den Apparat. Zwei Vorlagen wurden je nach der 
zu erwartenden Menge Brom mit 10 bis 20 ccm 2°,iger KJ-Lésung 
beschickt. Die Vorlagen werden nach beendigter Destillation mit je 
2 Tropfen einer 1° igen Starkelésung versetzt und mit n/100 Na,S,O, 
titriert. ‘lceem n/l00 Thiosutfat = 0,799 mg Br. 


It. Uber die Mikrobestimmung von Ammoniak und von Harnstoff mit der 
Ureasemethode. 
Bearbeitet von Th. Hammerich. 
Angaben, besonders aus dem Institut fiir Hochgebirgsphysiologie 
in Davos (1) (2) (3) tiber Unzuverlassigkeit der in der Mikromethodik (4) 
geschilderten Verfahren veranlaBten uns, die Frage dieser Bestimmungen 
nochmals einer genauen Priifung zu unterziehen. 
Es ist ohne weiteres anzunehmen, da® gréBere Fliissigkeitsmengen 
die Austreibung des Ammoniaks aus einer Lésung erschweren. Trotz 
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der Vorschriften, die Fliissigkeitsmenge méglichst zu _beschranken, 
wird diese augenscheinlich in vielen Fallen zu groB genommen, so daB 
die Ubertreibung in der vorgeschriebenen Zeit von 20 Minuten nicht 
beendet ist. Wenn auch der Fehler prozentual nicht sehr groB ist, 
kann man auch diesen dadurch beseitigen, daB man die Lésung reich 
an Salz macht und dadurch die Léslichkeit des Ammoniaks erniedrigt. 
Die nachfolgenden Bestimmungen sind im tibrigen genau nach der 
in der ,,Mikromethodik” angegebenen Vorschrift ausgefiihrt: es wurde 
20 Minuten bei einer Temperatur des Wasserbads von 45° destilliert. 

Es wurde eine n/25 Ammoniumsulfatlésung angewandt, deren 
N-Gehalt nochmals nach der tiblichen Mikrokjeldahlmethode bestimmt 
wurde. 2 cem davon enthielten 1,36, 1,34, 1,37, im Mittel 1.36 mg N Hg. 

Versuch 1. 2cem Lésung + 2 cem Wasser + 0,5 ccm 33 %ige Natrium- 
carbonatlésung ergaben 1,28, 1,28 mg NH. 

Versuch 2. 2 ccm Lésung + 2 ccm 33 %ige Natriumcarbonatlésung er- 
gaben 1,34, 1,31 mg Ammoniak. 

Versuch 3. 2cem Lésung + 1,5 cem 33 %ige Kaliumbicarbonatlésung 
ergaben 1,28 mg N Hs. 

Versuch 4. 2cem Loésung + 2cem 33%ige Kaliumbicarbonatlésung 
ergaben 1,28 mg N Hs. 

Versuch 5. 2ccm Lésung + lg NaCl + 2cem Natriumcarbonat- 
lésung, 33 %ig, ergaben 1,34 mg NH. 

Versuch 6. 2cem Lésung + 1,5 g NaCl + 2cem 33%ige Natrium- 
carbonatlésung ergaben 1,36, 1,36, 1,36 mg N Hg. 

Die Leerbestimmung ergab kein Ammoniak. Es sei erwahnt, daB 
die in das System eintretende Luft durch eine vorgeschaltete Flasche 
mit verdiinnter Schwefelsdiure sicher von Ammoniak befreit war, wie 
es auch in der Mikromethodik angegeben ist. 

Die Resultate von Versuche 1 bis 5 sind also ungefahr 6°, niedriger 
als theoretisch erwartet; um die theoretische Menge zu erhalten, muB 
die Destillation noch einige Minuten langer fortgesetzt werden. Bei 
Versuch 6 dagegen, in welchem soviel Kochsalz zugesetzt wurde, daB 
ein Teil als Bodenkérper vorhanden ist, entsprechen die Ergebnisse 
durchaus der Theorie. Die Vorschrift ftir die Mikrobestimmung des 
Ammoniaks wird daher zweckmaBigerweise folgendermaBen modifiziert : 

2cem der ammoniakhaltigen Fliissigkeit, Harn oder dergleichen, 
oder 1 cem der Fliissigkeit + 1 cem Wasser werden mit 1,5 g Kochsalz 
versetzt, in tiblicher Weise Phenolphthalein und Paraffinél zugegeben 
und nach Zusammensetzung des Apparats 2ccm 33°,ige Natrium- 
carbonatlésung zugefiigt. Destillationsdauer 20 Minuten bei 45°. 

Die Bestimmung des Harnstoffs mit der Ureasemethode wurde 
ebenfalls nachgepriift, besonders um festzustellen, ob auch hier Zusatz 
von Salz oder dergleichen die Resultate verbessert. 

















w= 
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Benutzt wurde eine etwa 1,2°/, ige Harnstofflésung. Die Be- 
stimmung nach Kjeldahl ergab, daB 1 cem 1,18 mg Harnstoff enthielten. 

Versuch 1. 1eccem Harnstofflésung + lceem Puffer (nach Vorschrift 
der Mikromethodik) + 1 cem Wasser + eine Messerspitze Urease nach 
Vorschriit 15 Minuten bei 50 bis 55° stehen gelassen, nach Zusatz von 
leem 33%iger Natriumcarbonatlésung destilliert, ergab 1,17, 1,17 mg 
Harnstoff. 

Versuch 2. leem Lésung + 1 ccm Puffer + eine Messerspitze (etwa 
50 mg) Urease, behandelt wie oben, nach Zusatz von 1,5 g NaCl und | cem 
33 %iger Natriumcarbonatlésung destilliert, ergab 1,17 mg Harnstoff. 

Versuch 3. 1leem Lésung + 1 cem Puffer + lL ccm Wasser + Urease, 
nach Zusatz von 1,5 g NaCl und 2cem 33 %iger Natriumcarbonatlésung 
destilliert, ergab 1,16 mg Harnstoff. 


Fir die Harnstoffbestimmung ergibt sich also durch den Zusatz 
von Salz kein Vorteil: die Werte sind auch ohne dies quantitativ, so 
daB es nicht erforderlich ist, an der bewahrten Methode irgend etwas 
zu andern. 

Die Ureasemethode und die Xanthydrolmethode geben beide 
genaue und bei richtiger Arbeitsweise gleichwertige Resultate. Wann 
man die eine oder die andere anwenden wird, hingt von auBeren Um- 
stinden ab. Sowohl die selbst hergestellten wie die aus Fabriken be- 
zogenen Ureasepriparate haben sich mir stets als wirksam erwiesen; 
eine einfache Vorpriifung mit einer bekannten Harnstofflésung wird 


x 


zudem sehr schnell tiber die Eignung Auskunft geben. 
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Die Bilanz 
der vierten Vergirungsform bei der zellfreien Hefen-girung. 


Von 


Maria Kobel und Max Scheuer. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 17. Oktober 1930.) 


In vorangegangenen Mitteilungen wurde eingehend und _ beweis- 
kraftig gezeigt!, daB pflanzliche wie tierische Zellen Spaltung des 
Zuckers in Methylglyoxal zuwege bringen, wenn sie auf verestertes 
Kohlenhydrat, auf am-Fructose-di-phosphat, zur Einwirkung gelangen. 
Diese Hexose-verbindung stellt zugleich fiir viele Faille das wichtigste, 
oft das allein in Betracht zu ziehende natiirliche Substrat der Glykolyse, 
allgemeiner der Desmolyse dar. Das Prinzip des erfolgreichen Vor- 
gehens ist, durch Plasmolytica, Dialyse, Ultrafiltration, Mazeration, 
Anwendung narkotischer Mittel und dergleichen die Cozymase-fraktion 
zu schadigen, zu entfernen oder zu zerstéren, bzw. die Gesamtzymase 
zu lahmen, so daB die Apozymase in Betrieb bleibt und die Phosphat- 
abspaltung aus dem Zucker-phosphorsaure-derivat nicht verhindert 
wird, weil damit der Abbau verkniipft ist. Des weiteren war gefunden, 
daB bei Abanderung der Bedingungen, die in einer Erhéhung der Enzym- 
menge, oder — was im Effekt auf dasselbe herauskommt — in einer 
Verlangerung der Versuchsdauer besteht, anstatt des Methylglyoxals 
sich Brenztraubexséure!:” in den Hefeansatzen anhauft. Dieser Kérper 

1 C. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 208, 463, 1928; 207, 232, 1929; 
210, 466, 1929; Naturw. 18, 427, 1930; B. 68, 1986, 1930; C. Newberg u. 
M. Scheuer, Sitzungsber. d. Wien. Akad. d. Wiss. 188, 1031, 1929; M. Vogt, 
diese Zeitschr. 211, 17, 1929; C. Pi-Suner Bayo, ebendaselbst 218, 489, 1929; 
M. Kobel u. M. Scheuer, ebendaselbst 216, 216, 1929; Cl. Fromageot, eben- 
daselbst 216, 467, 1929; E. Widmann, ebendaselbst 216, 479, 1929; I. Yama- 
saki, ebendaselbst 218, 468, 1930; 228, 123 und 127, 1930; EZ. Widmann u. 
E. Schneider, ebendaselbst 224, 157, 1930. 

2 C. Neubergu. M. Kobel, diese Zeitschr. 210, 487, 1929; 216, 493, 1929. 
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(C,H,O 3) reprasentiert im Vergleich zu C,H»zO, eine Oxydations- 
stufe, und sofern eine wie auch immer geartete Oxydation aus- 
geschlossen ist, muB die Anhdufung von Brenztraubensiure von der 
korrelativen Bildung eines Reduktionsproduktes begleitet sein. Dem- 
zufolge erhalt jede Angabe tiber Entstehung von Brenztraubenséure 
im anaeroben Geschehen ersichtlich erst dann einen Sinn, wenn die 
ihr aquivalente reduktive Leistung ermittelt und aufgeklirt sowie 
das mabBgebliche Verhaltnis zwischen den erzeugten Stoffen erhirtet ist. 
Diese Forderung, die trotz ihrer Selbstverstandlichkeit friiher vollig 
unbeachtet geblieben war, ist jetzt erfiillt, und die dafiir notwendigen 
Unterlagen haben C. Newberg und M. Kobel' bereits geliefert; denn sie 
taten dar, daB bei der Desmolyse von Hexose-di-phosphat unter solchen 
Umstanden, die eine Weiterverarbeitung der primaéren Reaktions- 
erzeugnisse wirksam verhindern, in einander entsprechenden Quantitdten 
Brenztraubensdure und Glycerin hervorgebracht werden. Damit hatten 
sie eine neue Art des Zuckerzerfalls, die vierte, erkannt: CgH,.Og 
= CH,.CO.COOH + CH,OH.CHOH.CH,OH. Man darf diese 
Umsetzung als direkte Vorlauferin der zweiten und dritten Vergarungs- 
form betrachten, bei der auch die Zerlegung des Zuckers unter Auf- 
treten von Glycerin erfolgt, nur mit dem Unterschied, daB die letzterem 
die Waage haltende Menge Brenztraubensiure durch andere, nicht in 
Mitleidenschaft gezogene Partialagenzien der Zymase angegriffen, 
zunachst carboxylatisch zu Kohlendioxyd und Acetaldehyd abgebaut 
wird. Der letztere kann dann, wenn man ihn mit Hilfe eines der Abfang- 
verfahren fixiert, als solcher festgehalten werden, er kann aber auch im 
freien Spiel der Enzymkrafte Dismutation zu Athylalkohol und Essig- 
siure erfahren, bzw. gleich seiner Vorstufe von lebenden Zellen 
assimiliert werden. 

Die erwahnte Zerlegung des Zuckers nach dem Schema der vierten 
Vergirungsform ist bisher mit frischen Hefen sowie mit Trocken- 
hefen in Gegenwart von Antisepticis ausgefiihrt worden. Erfordernis 
fiir die Vollziehung dieser Reaktion ist die Einschrankung des Enzym- 
quantums auf ein solches Mab, daB die Faktoren, welche alle weiteren 
Umwandlungen besorgen, nicht oder nur unvollkommen ihre Tatigkeit 
zu entfalten vermégen. 

An die angegebenen Feststellungen ankniipfend, hatte C. Pi-Suner 
Bayo (a. a. QO.) zur Aufspaltung von je 1 Mol Zucker in 2 Mol Methyl- 
glyoxal (fiinfte Vergarungsform) mit Erfolg auch nach A. v. Lebedew 
bereiteten Hefenmazerationssaft benutzt und beobachtet, daB dieser 
ganz wie die zweckmaBig vorbehandelte frische oder getrocknete Hefe 


1 C. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 219, 490, 1930; Naturw. 18, 
427, 1930. 
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wirkt'. Es war nun zu erwarten, daB bei geeigneter Abanderung der 
Versuchsanordnung die vierte Vergirungsform mit Hefenmazerations- 
saft ebenfalls zu realisieren sein miiBte. 

Die Lésung dieser Aufgabe wiirde eine Férderung der Theorie von 
einiger Tragweite bedeuten. Wenn wirklich die fiinfte und vierte Ver- 
garungsform bei den Spaltungsvorgangen des Zuckers die ihnen von 
uns zugeschriebenen Rollen spielen, so muBte naimlich der noch aus- 
stehende Beweis fiir eine befriedigend einander ent: prechende Bildung 
von Brenztraubensaéure und Glycerin auch im zellfreien System zu er- 
bringen sein; denn es ist ja bekannt, daB die alkoholische Zuckerspaltung 
in bezug auf die relativen Mengenverhaltnisse der normalen Vergaérungs- 
produkte (C,H;0H:CO, = 1) mit groBer Prazision durch die von 
der lebenden Hefenzelle abgetrennten Enzyme vollzogen werden kann. 
Die Aussagen tiber den Mechanismus des Garungsvorgangs mubten 
an GewiBheit gewinnen, wenn die Verwirklichung der vierten Ver- 
girungsform mit dem zellfreien Fermentsystem gliickte. 

Das Ziel ist erreicht worden, und zwar mit dem nicht voraus- 
zusehenden Erfolge, daB man mit Hefenmazerations-saft die vierte Ver- 
gdrungsform ablaufen lassen kann, ohne dai} die anderen Arten der 
Zuckerspaltung interkurrieren. 

Dieses Verhalten ist folgendermaBen zu verstehen: Man hat es 
nicht immer in der Hand, dab bei Verwendung von vorbehandelten 
frischen Zellen und Trockenpraparaten weiterhin ein Verbrauch der 
Brenztraubensdure in dem oben erwahnten Sinne (Decarboxylierung, 
Eingehen in die zweite und dritte Vergirungsform usw.) ausbleibt, 
d. h. man erhalt wohl Glycerin und Brenztraubensdéure, aber von 
letzterer einen Teil in Form ihrer natiirlichen Umformungsprodukte. 
In den Versuchen mit frischen und getrockneten Hefen kann neben 
der vierten Vergarungsart in wechselndem Umfange auch eine normale 
Spaltung des Zuckers,nach der ersten Vergarungsweise geschehen. Bei 
dem Hefensaft dagegen stieBen wir auf sehr viel giinstigere Umstande, 
indem aller Zucker, der bei kompletter De-phosphorylierung des 
Di-phosphats iiberhaupt entstehen kénnte, gemaf der vierten Ver- 
garungsform verarbeitet wurde. Wie in den friiheren Fallen der Brenz- 
traubenséure-anhaufung (a. a. O.) blieb auch hier kein unzerlegter 
freier Zucker iibrig; es fehlte auch Mono-phosphat, das sonst vielfach 
nachweisbar ist. 

Somit war es mdéglich, den Zerfall des Zuckers im Sinne der 
8. 239 gegebenen Formulierung zu_ bewerkstelligen. Entsprechend 


1 Nach unver6ffentlichten Versuchen hat Herr M. Kuroya inzwischen 
Methylglyoxal auch mit zellfreiem Saft von Tumoren gewonnen. Mit Saft 
von Bohnen- und Erbsenkeimlingen gelingen die Versuche gleichfalls. 
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jener Gleichung wurde der gesamte aus dem Di-phosphat durch De- 
phosphorylierung virtuell frei werdende Zucker umgesetzt, ohne dab 
sich Nebenreaktionen geltend machten; auch Milchsdiure trat nicht 
auf. Rund 79°, des als Substrat verwendeten Zuckerphosphorsaure- 
esters wurden de-phosphoryliert, und aus dieser Substanzmenge ent- 
standen rein enzymatisch mit theoretischer Ausbeute, zu 100°,, die 
Produkte der vierten Vergirungsform -— Brenztraubenséiure und 
Glycerin —, die isoliert wurden. 

Der Ertrag an den beiden korrelativen Stoffen, den Neuberg und 
Kobel (a. a. O.) mit nicht extrahierten getrockneten Hefezellen auf- 
gebracht hatten, war bereits 81 bis 90°... 

Die Gelegenheit benutzen wir, auf altere Mitteilungen iiber ein 
Auftreten von Brenztraubenséure bei Hefeneinwirkung oder ver- 
wandten biochemischen Vorgingen kurz zu verweisen, 


Dabei braucht nicht erértert zu werden, inwieweit alle Angaben im 
einzelnen zutreffen bzw. reproduzierbar sind, sondern es sollen die in det 
Literatur vorhandenen, auf Hefenansitze sich beziehenden Daten als solche 
in nachfolgender Ubersichtstabelle angefiihrt werden. 

Sofern man etwa nur die in Substanz oder in Form eindeutiger Derivate 
abgeschiedene Brenztraubensiure gelten lassen wollte, wiirde man das beste 
Ergebnis bei v. Grab konstatieren. 

Ein Teil der in der Zusammenstellung verzeichneten Ausbeuten bezieht 
sich auf die Wirkung von Spezialerregern ausgeprdgt oxydativen Charakters. 
Dazu muB bemerkt werden, daB die als Effekte oxydierender Hefen zu 
betrachtenden Resultate durch Kerb sowie Kerb u. Zeckendor{!, v. Grab?, 
Paris*, Kostytschew u. Frey, ferner Klein und Fuchs* mit Reinkulturen 
anaerob arbeitender Erreger der typischen alkoholischen Giarung, der ge- 
wohnlichen Kulturhefen, bislang nicht bestatigt werden konnten. Oxydative 
Entstehungen der Brenztraubenséure sind in sehr groBer Zahl bekannt- 
geworden, Bildungen nicht allein aus Zucker als Substrat, sondern auch 
aus Milchséure und diversen anderen aliphatischen Séuren sowie Amino- 
siuren (Naheres siehe S. 243 u. 244). 

Die Verfasser haben zum Teil, wie das bei oxydativer Natur der Brenz- 
traubensiure-produktion einleuchtend ist, auch ein Verschwinden det 
Brenztraubenséiure konstatiert. Nach den instruktiven Protokollen von 
Fernbach und Schoen® war der Verlauf der von ihnen entdeckten Brenz- 
traubensaure-bildung, ausgedriickt in der erhaltlichen Menge Jodoform, 
folgender: Sie fanden nach 5 Tagen 2,216 g¢ CHJ,, nach 10 Tagen 2,446 g 
CHJ,, nach 24 Tagen 1,100 g¢ CHJ;. Das Obwalten oxydativer Vorginge 


1 J. Kerb, B. 52, 1795, 1919; J. Kerb u. K. Zeckendorf, diese Zeitschr. 
122, 307, 1921. 

2 M.v. Grab, ebendaselbst 123, 80, 1921. 

3G. Paris, Staz. sperim. agrar. ital. 55, 389, 1922; Chem. Centralbl. 
1923, II, 1190. 

4 S. Kostytschew u. L. Frey, H. 146, 276, 1925. 

5 (. Klein u. W. Fuchs, diese Zeitschr. 218, 40, 1929. 


~ 


6 4. Fernbach u. M. Schoen, C.r. 170, 764, 1920. 
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Menge (1 Mol Brenztraubensiure auf 1 Mol Zucker) vorgenommen, wodurch sich die Werte bei den Autoren erhdhen. 





ist nicht angegeben. 


** Ob der Zucker volistindig vergoren wurde, 
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gab sich namentlich auch zu erkennen, wenn man die Alkohol-kurve be- 
trachtete: nach 5 Tagen waren 0,98 g Alkohol, nach 10 Tagen 0,84 g zu- 
gegen, und nach 24 Tagen war der Alkohol total aufgebraucht. Hierauf 
haben Kerb und Zeckendorf (a.a.O.) hingewiesen und betont, daB die 
verwendete Mycolevure Duclaux nach der Klassifikation der Literatur 
zu den oxydierenden Kleinlebewesen gezihlt wird; Fernbach und Schoen! 
scheinen sich dieser Auffassung angeschlossen zu haben. Charakteristisch 
und wichtig ist nach den genannten Autoren zugleich die Abhingigkeit des 
Auftretens der Brenztraubenséure von der Qualitaét des Giéarmediums. 
So ging z. B. aus dem sonst idealen Substrat der glatt vergirbaren Bier- 
wiirze keine merkliche Menge Pyruvinat hervor, sondern nur aus einer Zucker- 
lésung, in der die Pilze auf anorganischem N-Material heranwuchsen. Bei 
vollig zulanglicher Ernaihrung der Mikrobe blieb dagegen die Brenztrauben- 
siure-bildung nach Fernbach und Schoen aus; Mazé und Ruot? bezeichneten 
dieselbe demgemaB als den Ausdruck von ,,conditions de vie trés pénibles** 
(ungemein erschwerten Lebensbedingungen) und als Folge einer mit Hilfe 
von Sauerstotf bewirkten Oxydation: ,,l’acide pyruvique de fermenta- 
tion est un produit d’oxydation de lacide lactique’. v. Grab hat darauf 
aufmerksam gemacht, daB die Champagne-hefe, die wohl den typischen 
Heten zugehért, auch nach den Angaben der franzésischen Forscher sich 
viel schwiicher betatigte als der zuvor erwahnte oxydierende Mikro- 
organismus. Die ganze Frage war dadurch kompliziert, daB die friiher 
beschriebene Hervorbringung von Brenztraubensaéure mit einer Entstehung 
von Milchsdéure zusammenhing, deren Dehydrierung zu Brenztraubensdure 
als ein sicher erwiesener Vorgang gelten kann (s. unten), wohingegen 
Lactat-produktion keine normale Leistung typischer Hefen darstellt Die 
Natur der Saéuren, die sich bei Vergérung von Zucker in Gegenwart von 
Calciumcarbonat anhauften, ist spiiter von Kostytschew und Frey (a. a. O.) 
geklart; sie fanden darunter keine Brenztraubensiure, die von ihnen ver- 
miBte Milchsiure beobachteten Klein und Fuchs (a.a.O.). Eine Stiitze 
der Ansicht, da®B Milchséiure-bildung mit dieser Art der Brenztraubensaéure- 
erzeugung zusammenhénge, war auBer den Arbeiten von Fernbach und 
Schoen und Aubel (l.c.) denen von Mazé und Ruot (a. a.O.) sowie von 
Kayser*® zu entnehmen; die letzt genannten Forscher vermochten Calcium- 
lactat mit Hefe direkt zu Pyruvinat zu oxydieren. 


Fiir eine oxydative Brenztraubensaure-bildung ist die Mitwirkung 
atmospharischen Sauerstoffs nicht erforderlich, vielmehr kann mittels 
zelleigener oder speziell hinzugefiigter Wasserstoffakzeptoren die bio- 
chemische Dehydrierung der Substrate, beispielsweise der Milchsaure, 
besorgt werden. 


Ein solcher Ubergang vor Milchséure in Brenztraubensaure ist zuerst 
von Harden und Norris* beobachtet. Sie zeigten, daB Trockenhefen (iind 
Kaninchenmuskel) in Gegenwart von Methylenblau Milchséure zu Brenz- 
traubenséure dehydrieren, die zwar als solche nicht getaBt wurde, aber 
in Gestalt ihrer carboxylatischen Spaltungsprodukte. Zu demselben Er- 


1 C.r. Soc. biol. 86, 15, 1922. 

2 P. Mazé u. M. Ruot, C. r. Soc. biol. 78, 706, 1916; 79, 336, 1917. 
3 E. Kayser, Bull. Soc. Chim. biol. 6, 345, 1924. 

4 A. Harden u. R. V. Norris, Journ. of Biochem. 9, 330, 1915. 


16* 
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gebnis gelangten bei ahnlicher Anordnung der Versuche Palladin, Sabinin 
und Lowtschinowskaja', die auch eine mittels Methylenblau iibertragene 
Sauerstoffabsorption bis zur Erreichung eines respiratorischen Quotienten 
von nahezu 1 angaben, sowie namentlich v. Lebedew?. Zu den Befunden 
dieser Autoren, die saimtlich bei Zugabe des genannten reduzierbaren 
Thiazinfarbstoffs erzielt wurden, sind neuerdings gleichartige Erfahrungen 
getreten, die Hahn und Mitarbeiter? mit tierischem Fermentmaterial 
gesammelt haben. Ganz besonders hervorzuheben ist die von Warburg, 
Kubowitz und Christian* jiingst beschriebene Bildung von Brenztrauben- 
siure aus Zucker durch Methamoglobin. 

Auch ohne da8 ausdriicklich ein Zusatz definierter Akzeptoren gemacht 
wire, ist eine analoge Entstehung von Brenztraubenséure aus Milchsaure, 
Glycerin, Glycerin-phosphorséure, Glycerinsiure, Glykolsiure, Zucker, 
Weinsiure, Alanin, Asparaginsiiure, Glutaminsiure, Propionséiure, Bern- 
steinsiure, Fumarsiure, Maleinsiure, Apfelsiure, Citronenséiure usw. 
festgestellt worden. Solche Angaben stammen _ beispielsweise von 
Beijerinck und Folpmers®, Mazé*®, Aubel und Salabartan’?, Sup- 
niewski8, Kayser®, Berthelot, Amoureux und Poinsot!®, Quastel, Stephen- 
son und Whetham"™, Lundin'*, Speakman'8, Acklin'4, Doskocil'®, Anderson, 
Peterson und Fred '*, Hahn (a. a. O.), Walker, Coppock, Subramaniam 
und Stent'?. 


' W. Palladin, D. Sabinin u. E. Lowtschinowskaja, Biochem. Journ. 
10, 183, 1916; Chem. Centralbl. 1925, I, 2015. 

2 4. v. Lebedew, Biochem. Journ. 11, 189, 1917; dort auch Hinweise 
auf altere, in russischer Sprache veréffentlichte Arbeiten. 

3 4. Hahn, W. Haarmann, E. Fischbach, Zeitschr. f. Biol. 88, 516 u. 587, 
1929; 89, 332; 90, 231, 1930. 
O. Warburg, F. Kubowitz u. W. Christian, diese Zeitschr. 221, 494, 
1930; 227, 245, 1930; vgl. W. B. Wendel, Ber. iib. d. ges. Physiol. 52, 608, 
1930; 57, 5, 1930. 

5 M. W. Beijerinck u. T. Folpmers, Akad. Wet. Amsterdam 18, 1198, 
1916. 

6 P. Mazé u. M. Ruot, 1.c. u. C.r. soc. biol. 81, 1150, 1918. 
BE. Aubel u. J. Salabartan, C.r. soc. biol. S4, 574, 1921; C.r. 176, 
332, 1923; 180, 1183, 1925. 

8 J. Supniewski, C. r. soc. biol. 89, 1377, 1923; diese Zeitschr. 154, 
90, 1924. 

9 E. Kayser, C. r. 176, 1662, 1923; Bull. soc. chim. biol. 6, 345, 1924. 

10 4, Berthelot, G. Amoureux, R. Poinsot, C. r. 176, 1929, 1923; Bull. 
soc. chim. biol. 6, 338 u. 342, 1924. 

"J. H. Quastel, M. Stephenson, M.D. Whetham, Biochem. Journ. 18, 
365, 1924; 19, 304 u. 641, 1925. 

2 H. Lundin, Chem. Centralbl. 1924, IT, 1603. 

13H, B. Speakman, Journ. of biol. Chem. 64, 41, 1925. 

140. Acklin, diese Zeitschr. 164, 368, 1925. 

15 4. Doskocil, ebendaselbst 189, 314, 1927. 

16 J. A. Anderson, W.H. Peterson, C. B. Fred, Chem. Centralbl. 1928, 
I, 2623. 

7 T. K. Walker u. P. D. Coppock, ebendaselbst 1928, T, 2950; V.Subra- 
maniam, H. B. Stent u. T. K. Walker, ebendaselbst 1930, I, 2575. 
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Diesen zum Teil komplexen Erscheinungen steht die rein anaerobe 
Bildung der Brenztraubensdure durch hdljtigen Zerfall der Hexose in 
die a-Ketosiure und Glycerin gegeniiber. Er geht in durchsichtiger 
Weise nach der Gleichung der vierten Vergarungsform (siehe 8. 239) 
vor sich. Wie Neuberg und Kobel (a. a. O.) bereits sichergestellt 
hatten, ist dabei fiir eine Beteiligung oxydativer Prozesse kein Raum, 
und demgemaB wird die Umsetzung durch Reinkulturen gew6hnlicher 
Hefen ausgelést. 

Der Stand des Problems ist somit folgender : 

In einer Ausbeute, die friiher auch nicht im entferntesten erreicht 
war, und ohne Zuhilfenahme irgendwelcher die Brenztraubenséure 
abfangender Mittel ist diese Ketosiure jetzt in einer Ausbeute von 
79°, des angewendeten Kohlenhydrats und zu 100°, des wirklich von 
Hefenenzym umgesetzten Zuckers isoliert worden. Die Méglichkeit 
jeder oxydativen Erzeugung oder Nebenreaktion war hierbei aus- 
geschlossen, weil der GarungsprozeB -—- genau wie die eigentliche 
alkoholische Zuckerspaltung — als ein innerlich ausgeglichener Vorgang 
aufgeklart wurde. Die angegebenen maximalen Mengen Brenztrauben- 
siure und Glycerin traten in vollkommener Aquivalenz auf und wurden 
bei noch nicht eintagiger Dauer des Versuchs erzielt. 

Bei Einwirkung von 30fach verdiinntem Hefen-mazerations-saft 
(Pi-Suner Bayo, a.a.O.) auf hexose-di-phosphorsaures Magnesium 
(Konzentration der Fliissigkeit daran 1,15°,) sammelte sich Methyl- 
glyoxal an. Zu diesem Stoff gesellte sich Brenztraubensiure, wenn 
die Verdiinnung des Saftes geringer bemessen wurde. Nur Brenztrauben- 
siure und Glycerin wurden als die Endprodukte der Desmolyse und 
in molekularem Verhaltnis gefaBt, wenn man die Saftmenge noch weiter 
erhéhte. Die erwaihnte Gleichung der vierten Vergiéirungsform wurde 
erfiillt, wenn man den Saft auf das Fiinf- bis Zwoélffache verdiinnte!. 
Der Umsatz scheint von der Hexose-phosphat-konzentration unab- 
hangig zu sein: wir erhielten wenigstens die Brenztraubenséure-an- 
haufung bei Verwendung von 1- bis 3,5°,igen Magnesium-hexose-di- 
phosphat-losungen. 

Zur Ausfiihrung einer Bilanz wurde der Mazerationssaft auf das 
Sechsfache verdiinnt und soviel hexose-di-phosphorsaures Magnesium 
hinzugegeben, daB seine Konzentration 0,9749°,, in der Fliissigkeit 
ausmachte. 


1 Hierdurch wird die fiir den Eintritt der normalen Garung erforder- 
liche Korrelation zwischen Apozymase und Cozymase behindert.  Vor- 
stellungen iiber das Zustandekommen der Stérung findet man bei Pi-Suner 
Bayo (|. ¢.) entwickelt. 
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Ansitze : 
a) 100 cem 9,749 ° \ige Magnesium-hexose-di-phosphat-lésung, 
167 ccm Hefenmazerations-saft, 
733 com Wasser, 
20 cem Toluol. 
b) 167 cem Hefenmazerations-saft, 
833 com Wasser, 
20 cem Toluol. 
Temperatur 37°, Versuchsdauer 21 Stunden. 


Je 10,0 cem der Versuchsgemische wurden zur Messung eventuell 
abgegebenen Kohlendioxyds in Eudiometer eingebracht. Wahrend der 
Versuchszeit fand keine CO,-Entwicklung statt. Alkohol war nur in 
Spuren und Acetaldehyd gar nicht nachweisbar. 


Die Anstellung der Phosphat-bilanz, die in der von uns schon oft 
geschilderten Weise unter Beriicksichtigung des P-Gehalts in a) und b) 
vorgenommen wurde, ergab, daB von dem zu Beginn in 1000 ccm 
Versuchsgemisch vorhanden gewesenen 1,5732 g Di-phosphat-Phosphor 
1,2372 g = 78,64°,, P abgespalten worden waren. Da ausnahmsweise 
keine sonst vielfach infolge partieller De-phosphorylierung entstehende 
Hexose-mono-phosphorsaure tibriggeblieben war, so entsprechen dieser 


Phosphat-ablésung 3,5872g disponibel gewordener Zucker. 


Isoliert wurden aus 267 ccm enteiweiBter Versuchslésung a) 1,460 g 
2, 4-Di-nitro-phenylhydrazon der Brenztraubenséure. Daraus errechnet 
sich fiir 267 cem eine Brenztraubensiure-ausbeute von 0,4794 g, und 
fiir 1000ccem ein Ertrag von 1,7955g Brenztraubensdiure. Die aus 
3,5872 g Zucker theoretisch erhaltliche Menge ist, da kein freier Zucker 
nach Beendigung des Versuchs vorhanden war, gemaB der Gleichung 
der vierten Vergirungsform: 1,7537 g Brenztraubensaure. Die Ausbeute 
betrug demnach 102,4°,. Das Brenztraubensdure-2, 4-di-nitropheny]- 
hydrazon war bis auf Spuren in n-Na,CO, klar léslich, war also rein 
und enthielt auch kein Methylglyoxal-derivat. 
Nach Umbkristallisation aus Essigester schmolz die Verbindung 
bei 216°. 
4,578 mg Substanz: 6,745 mg CO, und 1,200 mg H,0O. 
2,270 ,, ss 0,409 ccm N, (20°, 754mm, 50% KOH). 
CyH,O,Ny. Ber.: C = 40,29%, H = 3,01%, N = 20,90 %. 
gef.: C = 40,19%, H = 2,93%, N = 20,83 %. 


Zur Isolierung des Glycerins wurden nach friiheren Angaben von 
Neuberg und Kobel (a. a. O.) je 400 cem der beiden Ansaétze verarbeitet. 
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In 400 cem vom Versuchsgemisch a) wurden 0,8260 g Glycerin und im 
Vergleichsversuch b) 0,0720 g gefunden. (Analysen nach Zeisel-Stritar- 
Fanto). 

Aus dem uimgesetzten Quantum Hexose-di-phosphat, das in toto 
3,5872 g Zucker aquivalent ist, waren also pro 400 ccm Versuchsgemisch: 
0,7540 g, und in 1000 ccm 1,8850g Glycerin entstanden.  3,5872 g 
Zucker kénnten 1,8335 g Glycerin liefern. Die Ausbeute machte dem- 
nach 102,8°,, der Theorie aus. Da der gewonnenen Menge von 1,7955 g 
Brenztraubensdure 1,8772 g Glycerin zugehéren, so besteht eine voll- 
kommene Aquivalenz zwischen den gefundenen Mengen der Spaltungs 
produkte Brenztraubenséure und Glycerin. DaB von beiden Kérpern 
gleichmaBig eine Spur mehr erhalten wurde, als dem durch Phosphat- 
abspaltung der Desmolyse zuginglich gemachten Zucker entspricht, 
beruht wohl darauf, daB die Mikroanalysen des Phosphats doch mit 
einem Fehler bis zu 4°,, behaftet sind. 


Zusammenstellung der Resultate: 





Angewendete Menge hexose-di-phosphorsaures Magnesium . . . = 9,7490¢ 
Davon de-phosphoryliert 78,64°% . . . « - . - « = 17,6665 ¢ 
Durch De-phosphory Riemne demented gewordener Zuc ke . +. . = 3,5672 g 
Gefunden Berechnet Ausbeute 
£ £ 9% 
Brenztraubensaure aus 3,5872 g Zucker 1,7955 1.7537 102.4 
Glycerin aus 3,5872g Zucker. . . . 1,8850 1,8335 102,8 


Summe: 3.6805 3,5872 102,6 








Verhalten und Wirkung organischer Schwefelverbindungen 
im Hundeorganismus. 


I. Mitteilung: 
Wirkung und Schicksal des Thiophens im Stoffwechsel des Hundes. 


Von 
Anast. A. Christomanos. 


Aus der Biologisch-Chemischen und der I. Inneren Abteilung des 
Stadtischen Krankenhauses am Urban, Berlin.) 


(Eingegangen am 23. Oktober 1930.) 


In der vorliegenden Arbeit soll die Wirkung des Thiophens auf 
den Gesamtorganismus, sowie sein weiteres Schicksal im intermediairen 
Stoffwechsel des Hundes untersucht werden. 

Thiophen ist eine eigenttimlich riechende, leicht bewegliche Fliissigkeit 
von 1,062 spez. Gew. Die Indopheninreaktion? (tief dunkelblaue Fiarbung 
der mit etwas Eisenchlorid und Isatin versetzten konzentrierten Schwefel- 
siure) wird von Thiophen gegeben. Thiophen gibt weiter die Fletcher- 
Hopkinsche Reaktion®, die zur quantitativen kolorimetrischen Milchséure- 
bestimmung seinerzeit angegeben wurde. 

Diese Reaktion haben wir fiir unsere Zwecke umgeandert und sie 
zur quantitativen kolorimetrischen Bestimmung kleinster Mengen 
Thiophen ausgebaut, da wir eine quantitative Thiophenbestimmungs- 
methode besitzen wollten, um das im Harn gepaart ausgeschiedene 
Thiophen zu bestimmen. Die Bestimmung wird folgendermaBen vor- 
genommen: 

In zwei Reagenzglischen kommen je 5ccm konzentrierter chemisch 
reiner Schwefelsiiure und 2 Tropfen einer gesittigten Kupfersulfatlésung. 
Nach Durchschiitteln wird in jedes Reagenzglas 0,05¢em n chemisch 
reiner Milchséurelésung hinzugetan. Das Ganze wird geschiittelt und genau 
3 Minuten im kochenden Wasserbad gehalten. Langeres Kochen gibt 
spater meistens schlechte Werte. Nach Abkiihlen der Réhrchen, am besten 
unter 10°, wird in das eine Réhrchen eine bestimmte Menge einer alkoholi- 


‘ C. Liebermann, Ber. 20, 3231, 1887; C. Schwalbe, Ber. 37, 324, 1904; 
F. W. Bauer, Ber. 37, 1244, 1904. 
2 Journ. of Physiol. 35, 247, 1907. 
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schen Thiophenlésung von bekannter Konzentration gegeben, in das andere 
Roéhrehen die auf Thiophen zu untersuchende Fliissigkeit (Alkohol oder 
Ather). Es wird nun sofort ein paarmal geschiittelt und 10 Minuten bei 
Zimmertemperatur stehengelassen. In der Zeit bildet sich je nach der 
vorhandenen Menge Thiophen eine blaBrosa tiber kirschrot ins rotbraune 
gehende Farbung. Nun wird mdglichst schnell im Kolorimeter verglichen. 
Die Berechnung erfolgt nach der bekannten kolorimetrischen Forme] 


Die nach dieser Methode bei verschiedenen bekannten Konzentrationen 
gefundenen Werte stimmen, wie Tabelle I zeigt, mit den errechneten tiberein, 
so daB man diese Methode bei einiger Vorsicht zur Bestimmung kleiner 
Thiophenmengen anwenden kann. Mengen unter 0,07 mg und Werte tiber 
6,8 bis 7 mg kénnen nicht mehr exakt bestimmt werden, da die Farbung 
so schwach ist oder so an Starke zunimmt, da® sie das Kolorimetrieren 
nicht gestattet. Der optimale Bereich befindet sich zwischen 0,07 und | mg. 
Man mu also zum kolorimetrischen Vergleich die zu untersuchende Lésung 
so weit verdiinnen, bis sie noch eine schwachrosa Farbung bei Anstellung 
der Reaktion gibt; davon kann man die doppelte oder dreifache Menge 
zur Kolorimetrie verwenden. Die Reaktion ist sehr empfindlich, denn 
0,013 mg geben noch eine schwache, kKaum zu erkennende rosa Fiarbung. 

Die Bestimmung muB sehr schnell ausgefiihrt werden, weil nach 
30 Minuten die Farbténe dunkler werden und die Koldrimetrie dadurch 
nicht mdglich ist. 

Die Moéglichkeit der quantitativen Bestimmung des Thiophens 
erlaubte uns, uns mit einer der Hauptfragen der vorliegenden Arbeit 
zu befassen, nimlich mit der Frage tiber das weitere Schicksal des 
Thiophens im Stoffwechsel. A.He/ffter’ fand, daB nach Thiophengaben 
an Hunde nur ein aduBerst kleiner Teil gepaart ausgeschieden wird, 
waihrend der gréBte Teil im Anteil des neutralen Schwefels erschien. 
Die Gesamtschwefelsiure war im Harn nach Thiophen erniedrigt. 
Hieraus wollte A. Heffter eine hemmende Einwirkung des Thiophens 
auf den Gesamtstoffwechsel erkennen. 


Tahelle 1. 








Errechnet Gefunden Errechnet Gefunden 
in mg Thiophen in mg Thiophen in mg Thiophen in mg Thiophen 

0,1 0,1 0,8 0,79 
0,2 0,2 0,9 0,88 
0,3 0,3 1,0 1,0 
0,4 0,39 2,0 1,95 
0,5 0,49 3.0 3.05 
0,6 0,59 4,0 3,9 
0,7 0,68 5,0 5,0 

* ¢ Konzentration der bekannten Lésung. 8, Die Schichtdicke 


der bekannten Lésung und s der unbekannten. 
1 4. Hefjter, Pfliigers Arch. f. Physiol. 39, 420. 
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Fiir diesen Versuch wurden weiblich Hunde verwendet, die durch 
eine entsprechende Nahrung in positive Stickstoffbilanz gebracht 
wurden, und deren Harn und Kot getrennt im Stoffwechselkafig ge- 
sammelt wurden. 

Die mittelschweren Hunde, 12 bis 15 kg, bekamen tiglich 5,12 ¢ N 
in Form von 35g getrocknetem Pferdefleisch, 35 g Bruchreis und 20 bis 25 g 
Schweinefett, 4g Knochenasche und 1 g Kochsalz. Das Futter wurde so 
bereitet, daB der Reis mit dem Wasser und den Salzen gar gekocht wurde. 
Danach wurde das Fett hinzugefiigt und dann das Fleisch. Nach Abkiihlen 
des Ganzen wurde eine zerriebene Tomate daruntergeriihrt. Der Harn 
wurde nach den bekannten mikrochemischen Methoden! auf N untersucht. 
Der Kot wurde auf dem Wasserbad getrocknet und gewogen; 0,05 g davon 
wurden auf N analysiert. 

Die zur Untersuchung benutzten Hunde wurden eine Woche lang 
auf diese Kost eingestellt, danach wurde taglich Harn und Kot unter- 
sucht bei gleichbleibender Diit. Nach weiteren 10 Tagen wurde den 
Hunden subkutan eine bekannte Menge Thiophen (Kah/baum pro 
analysi) wiederholt verabfolgt. 

Nach den Thiophengaben bekamen die Harne der Hunde in den 
nachsten Tagen einen eigentiimlich penetranten Geruch, der an Schakale 
erinnerte und den sie, so lange die Thiophengaben dauerten, _ bei- 
behielten. Da wir nun feststellen wollten, ob ein Teil des subkutan 
verabfolgten Thiophens im Harn gepaart erscheint, und so der Ver- 
brennung oder Verainderung entgeht, wurde der ganze Harn nach 
Thiophen mit Natriumcarbonat alkalisch gemacht und auf dem Dampf- 
bad eingeengt. 

Der eingeengte Harn wurde nach der bekannten Art der Phenol- 
bestimmung? mit konzentrierter Schwefelsaure destilliert. Die Destillation 
wurde so lange wiederholt, bis die aus dem Kiihler auslaufenden Tropfen 
keine Indopheninreaktion zeigten. Das Destillat wurde dreimal mit je 
70cem Athylather ausgeschiittelt, der Gesamtather fiinfmal mit 4 °%iger 
Natriumbicarbonatlésung zur Entfernung der Oxysiuren gewaschen. 


Im gewaschenen Ather wurde die kolorimetrische Thiophen- 
bestimmung vorgenommen unter Bericksichtigung der Gesamtmenge 
des Athers. 


Es wurden im Versuch am Hunde A nach Eingabe von 2,3 g Thio- 
phen am 17. und 18. August 131,15 mg Thiophen ausgeschieden, das 
sind 5,7°, des verabfolgten Thiophens. Beim Versuch am Hunde B 
wurde der ganze Harn nach Verabfolgung des Thiophens gesammelt 
und verarbeitet. Es wurden 852,3 mg ausgeschieden. Der Htnd bekam 
7g Thiophen. Die Ausscheidung betrug demnach 12,17°,. Aus diesen 


o* 


1 Pincusssen, Mikromethodik. Thieme 1930. 
2 Neuberg, Der Harn, I. Teil, S. 476, 1911. 
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Beispielen ist ersichtlich, daB im Gegensatz zu den Angaben He/f/ters 
ein ziemlich groBer Teil des Thiophens ausgeschieden wird. 

Wird der nach Thiophengaben stammende Harn bei alkalischer 
Reaktion abdestilliert, so 14Bt sich kein Thiophen in der Vorlage fest- 
stellen, siuert man dagegen den Harn wie oben angegeben an, so geht 
Thiophen tiber. Diese Tatsache beweist die Paarung des Thiophens. 
Als Paarling scheint nicht die Schwefelsiure zu fungieren, denn die 
gepaarte Schwefelsdure ist nach Heffter nicht vermehit. Ein vermehrtes 
Auftreten gepaarter Glycuronséiure nach Thiophengaben lieB sich 
weder polarimetrisch, noch durch die T'ollenssche Reaktion feststellen. 

Man kénnte auch an eine Seitenkettenbindung denken, wie z. B. bei 
Furfurol, welches im Koérper sich mit Essigsiure paart und nach Abspaltung 
von einem Molekiil Wasser als Furfuracrylsiure im Harn ausgeschieden 
wird}, 

Da nun aber nach den He/fterschen Untersuchungen nur die Menge 
des neutralen Schwefels nach Thiophen zunimmt, so muB man wohl 
annehmen, daB es auch, in andere Verbindungen umgewandelt, aus- 
geschieden wird. 

Der eigenartige Geruch des Harns nach Thiophen lat an eine 
aliphatische Schwefelverbindung denken, und da Athylsulfid eine dem 
Thiophen entsprechende, wenn auch aliphatische Struktur besitzt, so 
lag es nahe, daran zu denken 


CH CH CH, CH, 
= l 
CH CH CH, CH, 
4 ae 
S S 


daB das Athylsulfid oder ein iam nahestehender Kérper aus dem Thiophen 
entstanden ist. 

Ob das normal im Hundeharn vorhandene Athylsulfid? zunimmt, 
wird uns in einer der nachsten Mitteilungen beschaftigen. Die Unter- 
suchungen dariiber sind im Gange. 

Die von Heffter beobachtete Verminderung der Gesamtschwefel- 
sdure nach Thiophengaben und der daraus gezogene Schlub, daB das 
Thiophen den Stoffwechse] hemmen soll, wurde durch unsere Versuche 
nicht bestatigt. Wie aus Tabelle LI und III ersichtlich ist, anderte 
sich nach Thiophengaben die bis dahin positive Stickstoffbilanz und 
wurde negativ. Eine hemmende Einwirkung des Thiophens auf den 
Stoffwechsel lieB sich durch unsere Versuche nicht erbringen, dagegen 
eine etwas erhéhte, wohl toxisch bedingte Stickstoffausscheidung. 


1 A. Ostwald, Chemische Konstitution und pharmakologische Wirkung. 
Berlin 1924, 8. 787 und 796. 

2 Abel, Zeitschr. f. physiol. Chem. 20, 253, 1894; Neuberg, Der Harn, 
I. Teil, S. 214. 
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Tabelle Il. 
Hiindin, 13,0 kg. 
Nahrungs-N Harnmenge Harn-N Kot-N Gesamt-N 
Datum 
g | ecm g g g 
5. VIII. 5,12 —- — ~- — 
6. VIII. 5,12 750 9,842 - 9,842 
7. VIII. 5,12 480) 4,032 1,08 5,112 
8. VIIL. 5,12 500 1,848 - 1,848 
9. VIII 5,12 600 3,931 0,949 4,880 
10. VII 5,12 1000 6,412 - 6,412 
11. VIII 5,12 550 4,327 -- 4,327 
12. VIII 5,12 850 4,900 1,310 6,210 
13. VIIL. 5,12 500 4,110 _ 4,110 
14. VIII. 5,12 + 2¢ Thiophen* 600 5,910 1,610 7,520 
15. VIII. 5,12 750 2.378 1,300 3,678 
16. VII. §=5,12 + 0,6¢ Thiophen 1100 8,370 —— 8,370 
17. VII. 512+1¢ * 450 5,510 — 5,510 
18. VIII. 512+ 1,3 i 630 5,768 _ 5,768 
19. VIII. Nicht gefressen 460 3,967 0,707 4,674 
+1,3cem Thiophen 
20. VIII. Nicht gefressen 1000 5,930 0,806 6,736 
21. VIII. " e 400 2,810 — 2,810 
22. VIII. _ — _ -- — 


* Die Wirkung dieser Thiophengabe gilt fiir den nichsten 


Tabelle III. 


Hiindin, 13,0 kg. 


Tag, 15. VIII. 





Datum 


16. IX. 
17. IX. 
18. IX. 
19. IX. 
20. IX. 
21. IX. ' 
22. IX. 
23. IX. 
24. IX. 
25. IX. 


26. IX. 
27. IX. 


28. IX. | 


29. IX. 


30. IX. 


* Die Wirkung dieser Thiophengabe gilt fiir den nichsten Tag, 26. IX. 


Nahrungs-N Harnmenge Harn-N 
g ecm g 

5,12 | 350 3,720 
5,12 500 5,650 
5,12 850 3,960 
5,12 620 4,310 
5,12 570 3,060 

5,12 | f 
5.12 | 720 5,640 
5,12 370 3,729 
5,12 250 3,220 
5,12 + 22 Thiophen* 250 3,346 
512+2¢ , | 470 | 4,300 
5,12 +2¢ i 800 5,890 
Er bricht, frigt nicht 700 6,820 
FriBt nicht | 810 4,400 

+1g¢g Thiophen | 

FriBt nicht 130 4,290 


Kot-N 


£ 


1,700 
0,870 


1,400 


0,719 


Gesamt-N 


< 


3,720 
7,350 
3,960 
5,180 
3,060 


7,040 


3,729 
3,939 
3,346 


6,230 
6,890 
6,820 
4,400 


4,290 
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Im Verlauf dieser Versuche wurde die Wirkung des Thiophens auf 
die Tiere studiert. 

Die erste Gabe von 2 g Thiophen wurde, wie schon Heffter berichtet, 
von den Tieren gut vertragen. Bei der zweiten Einspritzung verloren 
die Tiere die Lust zum Fressen, und der Harn bekam den oben er- 
wahnten eigentiimlichen Geruch. Nach der dritten Einspritzung bzw. 
nach 3,6 bzw. 6g Thiophen bekamen die Tiere leichte Lahmungs- 
erscheinungen der hinteren Extremitaten, die auBerordentlich rasch ver- 
schwinden, um am fiinften Tage einem charakteristischen Symptomen- 
komplex Platz zu machen. Die Hunde sind nun lokomotorisch ataktisch. 
Das Gehen ist unméglich. Sie fallen seitlich und vorniiber um. Auch 
beim Stehen und Erheben des Kopfes in sitzender Stellung fallt der 
Hund hinteniiber, was fiir eine statische Ataxie spricht. Hier und da 
werden, speziell beim Aufrichten aus liegender Stellung, epileptiforme 
Krampfe beobachtet. Das Schlucken ist erschwert, die Tiere haben 
keine FreBlust. Am achten oder neuten Tage nach der ersten Thiophen- 
einspritzung sind die Hunde noch schwer ataktisch, das Laufen ist 
unmdéglich, aber die FreBlust stellt sich ein. Nach und nach schwinden 
diese Symptome, und es hinterbleibt noch am 15. Tage nach der ersten 
Injektion ein unkoordiniertes, ungeschicktes Gehen. Es handelt sich 
bei dieser St6rung um eine zerebellare und zerebrale, mit ataktischen 
Erscheinungen verlaufende Affektion, die auch von Prof. F. H. Lewy, 
dem ich bestens fiir seine Hilfe danke, festgestellt wurde. 

Um so merkwiirdiger ist es, daB dieses durch Thiophen erzeugte 
Krankheitsbild bis jetzt in der Literatur nicht bekannt ist. 

V. Meyer! berichtet, daB das Nitro-thiophen eine tédliche, dem Nitro- 
benzol ahnliche Vergiftung hervorruft. Jaffé und H. Levy? stellten fest, 
daB die Thiophencarbonsaéure in Gaben von 2 g, als Natronsalz subkutan 
gereicht, véllig ungiftig sei. Heffter? beobachtete bei seinen Tieren keine 
Nebenwirkungen des Thiophens. 

Pyrrol und Furan haben atem-, herz- und allgemein lihmende Eigen- 
schaften 4, ; 

Dagegen ist die Wirkung des Thiophens eine ganz andere, indem 
es in kleineren Dosen ataktische Erscheinungen hervorruft und somit 
ein elektives Gift fiir die Gleichgewichtszentren im GroBhirn und Klein- 
hirn darstellt. Bei Gaben iiber 10 g gehen allerdings die Tiere auch an 
Lahmungen ein. 


1 V. Meyer, Ber. 18, 1772, 1885. 

2 Jaffé u. Levy, ebendaselbst 21, 3458, 1888. 

3 4. Heffter, Ptliigers Arch. f. Physiol. 39, 420. 

4 J. Ginsberg, Inauguraldissertation Kénigsberg 1890; siehe auch 
A. Ostwald, Chemische Konstitution und pharmakologische Wirkung, Berlin 
1924, S. 418; Lepine, C. r. de la Soe. de Biol. 1887, 8.437; R. Cohn, Arch. 
f. exper. Pathol. u. Pharm. 31, 40, 1893. 
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Zusammenfassung. 

Die vorliegende Arbeit hat folgendes ergeben: 

1. Es wurde eine kolorimetrische Bestimmungsmethode fiir kleine 
Thiophenmengen ausgearbeitet. 

2. Nach Eingabe von Thiophen erscheinen beim Hunde 5,7 bis 
12,17, der eingefiihrten Menge gepaart im Harn. Es wird die Ver- 
mutung ausgesprochen, dab ein Teil des verabfolgten Thiophens im 
intermediaren Stoffwechse] in Athylsulfid tibergeht. 


3. Im Gegensatz zu der Vermutung friiherer Autoren besitzt 
Thiophen keinen hemmenden EinfluB auf den Gesamtstickstoffumsatz. 
4. Nach Thiophengaben entwickelt sich bei Hunden ein charak- 
teristisches Symptomenbild mit vorwiegend ataktischen Erscheinungen. 


























Weiteres iiber die Bildung von Methylglyoxal sowie 
Brenztraubensiure durch Hefen unter der Wirkung 
verschiedener plasmolytischer Stoffe. 


Von 
Carl Neuberg und Maria Kobel. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Die Entstehung von Methylglyoxal bei der Spaltung von Zucker, 
die 5. Vergirungsform (C,H,,O0, = 2 H,O + 2CH,.CO.COH), labt 
sich als eine Leistung der Apozymase auffassen. Der Zerfall der Hexose 
wird auf der 3-Kohlenstoff-stufe angehalten, wenn die dem weiter- 
gehenden Abbau dienenden Partialagenzien des desmolytischen Apparats 
ausgeschaltet oder gelihmt sind. Die normale Verarbeitung des Methyl- 
glyoxals kann man, wie wir vor einiger Zeit! mitgeteilt haben, in so ein- 
facher und prompter Weise unterbrechen, daB Vorfiihrung der Methyl- 
glyoxal-ansammlung wie auch der Brenztraubensdure-speicherung bereits 
zum Demonstrationsversuch gestaltet worden ist (vgl. hierzu 8. 257). 
Die erforderliche Beeinflussung des Enzymsystems gelingt durch An- 
wendung von plasmolytischen Mitteln. Wir haben dafiir Toluol und Brom- 
benzol besonders empfohlen; zugleich haben wir angegeben, daB auch eine 
nahezu beliebige Zah] anderer plasmolytisch wirkender Stoffe brauchbar 
ist. Wie damals ferner dargetan wurde, ist es nicht notwendig, eine 
sichtbare Plasmolyse durch Verreiben von Hefe mit den sie verfliissigen- 
den Substanzen vorzunehmen, sondern es geniigt bereits, dieselben 
einfach zu der Suspension von frischer Hefe? in Fructose-di-phosphat- 
lésungen zu fiigen. Mit Netriumchlorid, Essigester, n-Butylalkohol, 
Iso-butylalkohol, Garungs-amylalkohol, n-Heptylalkohol, sec. Octyl- 
alkohol, Benzol, Toluol, Brombenzol, Chloroform und Tetrachlorkohlen- 
stoff gelangt man zum Ziel; auch Phenylsenfél, carbaminsaures Athy] 
(Urethan), Phenylurethan, Iso-amylbromid, Acetylen-tetrabromid be- 
wahren sich. SchlieBlich kommt man im Prinzip auch ohne besondere 
Zusitze aus. Wahlt man naémlich die Konzentration des Substrats (des 
fructose-di-phosphorsauren Magnesiums) so hoch, daB es gewissermaBen 
selbst als plasmolysierender Stoff fungiert, so liegt in ihm zugleich 


1 ©. Neuberg u. M. Kobel, B. 68, 1986, 1930. 
2 Vgl. C. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 216, 496, 1929. 
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Ursache und Quelle einer maBigen Anhaiufung von Methylglyoxal 
(s. Tabelle IV, Versuche 2, 4 und 6). 

Auf allen diesen Wegen erreicht man also das selbe, was wir 
friiher mit Verfliissigung (durch NaCl, Glycerin und Ahnlichem), mit 
Dialyse, Ultrafiltration, Mazeration oder Bereitung von Trocken- und 
Dauer-praparaten zuwege gebracht hatten. Die MaBbnahmen laufen 
darauf hinaus, die Apozymase zu schonen und die Phosphat-abspaltung 
als einen mit der Desmolyse verknipften Vorgang zu erméglichen; die 
Gesamtzymase wird dagegen durch die zum Teil narkotisch wirkenden 
Substanzen gelihmt, bzw. die Cozymase mehr oder minder vollstandig 
auBber Funktion gesetzt. Fiir alle angewandten Zusatzmittel wird nicht 
ohne weiteres der gleiche Wirkungsmechanismus anzunehmen sein; 
da eine Reihe derselben Oberflichenaktivitat besitzt, wird man mit 
einer Zustandsainderung des Systems infolge Abdraingung der Coferment- 
fraktion, der Ferment-Substrat-Zwischenprodukte und dergleichen aus 
der Sphare der normalen Geschehnisse zu rechnen haben. 

Bei den uns zur Verfiigung stehenden Hefen waren hinsichtlich 
GréBe des Effektes bei den genannten Plasmolyticis gewisse Unter- 
schiede bemerkbar:; die wohlfeilen Substanzen Toluol und Brombenzol 
zeigen sicheren und kraftigen Erfolg, die anderen verhalten sich jedoch 
im Prinzip ebenso (s. den experimentellen Teil). 

Die besten Resultate erzielten wir mit obergariger Hefe, waihrend 
untergirige Hefen (der Brauereien Patzenhofer und Léwen-Béhmisch) 
meistens etwas geringere Ausbeuten lieferten. Von obergairigen Rassen 
haben wir drei verschiedene Sorten herangezogen: Hefe von Sinner, 
Hefe der Ostwerke und Hefe der Norddeutschen Hefen-industrie 
Wandsbeck-Hamburg. Es sind dies tibrigens die in Berlin im Handel 
abgegebenen Backer-hefen. 

Der durch die Plasmolytica herbeigefiihrte Eingriff in das Ferment- 
system kann auch zur Ansammlung von Brenztraubensdure dienen. Sie 
entsteht nach der Gleichung der 4. Vergiéirungsform in Korrelation mit 
Glycerin (CgH,,0, = CH,.CO.CO,H + CH,OH .CHOH . CH,OH). 

GemaB unseren Beobachtungen hat bei einer geringen Bemessung 
der Hefenmenge — 0,5 g Hefezellen auf 30ccm der 4- bis 6°, igen 
Lésung von hexose-di-phosphorsaurem Magnesium — lediglich eine 
Anhaufung von Methylglyoxal statt. Verwendet man aber auf das selbe 
Quantum der Zucker-phosphat-lésung eine sechs- bis zehnmal gréBere 
Menge (3 bis 5 g) Hefe, so ist nach einem Tage dem Methylglyoxal bereits 
Brenztraubenséure beigemischt, oder die Verhaltnisse liegen so, dab 
nach 24 oder 48 Stunden ausschlieBlich Brenztraubenséure zugegen 
ist, das Methylglyoxal also vollkommen der «-Ketoséure Platz gemacht 
hat. Dieses gilt nach unseren friiheren und jetzigen Erfahrungen fiir 
Hefe; bei anderen Zellzubereitungen kann das Methylglyoxal ganz oder 
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partiell in anderer Weise verschwinden. Sind sowohl] Ketosiéure als 
Ketonaldehyd der 3-Kohlenstoffreihe anwesend, so lassen sie sich 
nach der unten angegebenen Methode ohne weiteres trennen. 

Nebenher merken wir an, daB wir die Dauer der vor einiger Zeit 
beschriebenen Demonstrationsversuche, der Vorfiihrungen beider Ver- 
bindungen in einer Vorlesung, auf 45 bis 60 Minuten herabzusetzen 
vermochten (s. Tabelle IV u. V). 

Genaue Bilanzen fiir die Methylglyoxal- sowie Brenztraubensaure- 
entstehung liegen bereits in einer Reihe von Arbeiten des hiesigen 
Instituts vor: wir konnten daher von erneuter Vornahme derselben 
absehen. 

Isolierte Mengen von Methylglyoxalderivat geben an sich, worautf 
nochmals verwiesen sei, kein Bild von der GréBe des Umsatzes und der 
wahren Ausbeute. Fiir deren Ermittlung muB bestimmt werden, wieviel 
Methylglyoxal wieder verbraucht, wieviel phosphorhaltiges Substrat noch 
vorhanden ist. auBerdem muB dessen Aufteilung in die verschiedenen 
Zuckerphosphat-formen vorgenommen sowie auf restierenden, durch De 
phosphorylierung erzeugten freien Zucker gepriift werden. Ubrigens mul, 
wie dies in den genau durchuntersuchten Fallen geschehen ist, hinsichtlich 
Ferment- und Substrat-konzentration sowie Zeitdauer der Versuche die 
Methodik an das jeweils benutzte Plasmolytikum angepaBt werden, wenn 
man die Ausbeuten praktisch auf 100°, zu treiben wiinscht. 

Zur Ausfaillung sowohl des Methylglvoxals als der Brenztrauben- 
siure bedienten wir uns wiederum des 2, 4-Dinitro-phenylhydrazin- 
chlorhydrats, dessen Brauchbarkeit fiir diese Zwecke wir in verschiedenen 
dieses Gebiet betreffenden Abhandlungen bewiesen haben!. Dieses 
Reagens liefert massige charakteristische Niederschlage, die erhaltenen 
Verbindungen sind unschwer zu reinigen sowie durch Schmelzpunkte 
und Farbenreaktionen zu kennzeichnen. Auch gewinnt man wegen der 
eintretenden VergréBerung des Gewichts leicht fiir Mikroanalysen ge- 
nigende Substanzmengen. 

Die Abtrennung von Brenztraubensaure-di-nitro-phenylhydrazon 
aus Gemischen mit Methylglyoxal-bis-di-nitrophenylhydrazon geschieht 
durch Ausziehen mit n-Na,CO,, in der sich das Brenztraubensaure- 
hydrazon sehr leicht mit dunkelbrauner Farbe lést. Praktisch verfahrt 
man am besten so, daf man den Niederschlag abfiltriert, mit n/2 HCl 


und Wasser auswascht und das Brenztraubensaure-derivat bei 
kleinen Proben geniigen 1 bis 2 ccm n-Na,CO, in der Sodalésung 


auf dem Filter lést. Die abtropfende klare braune Fliissigkeit wird noch 
einmal durch das Filter gegossen und dann wegen des Schéumens vor- 
sichtig mit verdiinnter Salzsiure schwach angesdiuert. Die Farbe 


' Uber andere Isolierungen sei es als Dioxim, sei es als Methy/ 
naphthopyrazin siehe bei C. Neuberg u. M. Scheuer. Wiener Monatsh. f. 
Chem. 53/54, 1031, 1929; sowie B. 63, Dezemberheft, 1930. 
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schlagt dabei in Hellgelb um, und das reine Brenztraubensaéure-di-nitro- 
phenylhydrazon fallt als korniger hellgelber Niederschlag (kleine Balken 
oder zugespitzte Prismen) aus, der sich im Laufe von etwa einer Stunde 
fest zu Boden setzt. Das Methylglyoxal-derivat bleibt ungelést auf dem 
Filter. Die Identifizierung beider Stoffe kann durch die Farbenreaktionen 
mit alkoholischer Kalilauge erfolgen. Schon Spuren des Brenztrauben- 
siiure-di-nitrophenylhydrazons lésen sich in 0,5°,iger alkoholischer 
Kalilauge mit briunlicher, ins Rote spielender Farbe; das Methyl- 
glyoxal-bis-di-nitrophenylhydrazon liefert unter den gleichen Be- 
dingungen eine Fliissigkeit von tief blauvioletter Tonung. (Sollte infolge 
carboxylatischen Abbaues auch Acetaldehyd entstanden sein, so wird 
er gleichfalls als Di-nitrophenylhydrazon niedergeschlagen; dieses ist 
in Soda unléslich, 1aBt sich aber vom Bis-hydrazon des Methylglyoxals 
durch seine Léslichkeit in warmem Alkohol leicht trennen. Seine 
Losung in alkoholischer Lauge zeigt eine briunlich-rote Nuance. Dieses 
ist die Farbe der einfachen Di-nitrophenylhydrazone, blauviolett die 
des Bis-hydrazons in dem genannten alkalischen Solvens.) 


Der Einfachheit wegen werden die Resultate tabellarisch wieder- 
gegeben. 


Tabelle I. Versuche mit Zugaben von héheren Alkoholen bei 37°. 





Ansiitze Methylglyoxal(+ ) bzw. Brenztraubensiure (@) 

Nr Frische 

: Hexose- beienin ee ee nach a em nach 

di-phosphat a . Zugabe 1 Tage nach 2 Tagen 3 Tagen 

- : Je Leem Spur + + ¥ 

2 f : + + 

3 15 n-Butyl- ar rae” rar 

oe alkohol Be . 4% 

4 0.5 ar rT 5 a8 
2 | Je 30 cem 3 Je lecm —— + +4 
6 U5 & ige** Iso-butyl- + t bie 
7 no 1,5 ‘ . + +4 5 a 

Losung F alkohol 

8 0,5 se —7 Tr 
: : Je lcem ~~ + + r+ 
10 ae Iso-amyl- id T+ ry 
it 16 alkohol ++ ++ Hi 
12 0.5 a doh nee a 

é 5 + & — 
3 | Je leem rae a a a —- 
5 LS n-Heptyl- ey ait the < 
ig [Je 30cem 9’? J alkobol 2 a Pee 
17 3.8 » * ige ba - : JE. . 

‘ Lésung ° tin | D 
is s. \com| 4 | 888, | gee 
19 1.5 { tides +4 +, Spur ® Spur @ 
0 0.5 alKkKono 4 44 re ee zy 





* Die zugefiigten Stoffe allein geben auch nach Digestion mit Hefe keine Fallung mit 
Di-nitrophenylhydrazin-chlorhydrat. Das gilt auch fiir alle im folgenden angefiihrten Versuche. 
** Ansitze mit 3,8°),iger Lisung lieferten Ahnliche Resultate. 
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Substanzen bei 37°. 


Versuche mit Zugaben von halogenhaltigen organischen 





Ni 


18 
19 


20 


Ansitze 


I Frische 
fexose- Sinnerhefe 


di-phosphat 





5 
Je 30 cem 
Pani 3.0 
5% ize 7 
1.5 
Léosung a 
0.5 
5 
Je 30 ecm 
pay 3.0 
2.5% ige : 
1.5 
Losung ; 
OLD 
: 5 
Je 30 eem 
3.0 
5° ive 
0° - 
1.5 
Losung a 
OO 
9 
Je 30 ¢cem 
3,0 
2.5% ige a 
1,5 
Losung a 
OL 
3.0 
1.5 
OLD 
3.0 
Je 30 eem “a 
1.5 
» 5 ige 
a 0.5 
Losung 
5.0 
3,0 
1.5 
0.5 
5.0 
Je 30 cem ‘ 
3.0 
25% ice 
oe off ee 
Lé 1,5 
sosung z 
0.5 











Zugabe 


Je 1 eem 
Chloro- 


form 


Je leem 
Tetra- 
chlor- 
kohlen- 
stoft 


Je 1 eem 
Iso-amyl- 
bromid 
Je leem 
Tetra- 


brom- 
athan 


Je lecem 
Brom- 


benzol 


, Spur + 35) 


Methviglyoxal (+) bzw. Brenztraubensaure (@) 


nach 1 Tage § nach 2 Tagen 


a * @ & 
aq Dp 
Spur t Spur T 

* 
Spur + 
Spur 
+4 
@, Spur + ® ® 
PD @®, Spur 


+ + 


Spur + B® 
Spur + Se kses 
Spur + t 


++ ++4 


| 1. 


t 


nach 3 Tagen 


Spur 


* In allen Versuchen, in denen keine Methylglyoxalansammlung stattfand, war der Keton 
aldehyd bereits weiterverarbeitet: denn das zu den gleichen Hefenmengen in zu erwartender 
Menge zugesetzte Methylglyoxal war verbraucht. 
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Tabelle Il]. 
Versuche mit verschiedenen Zugaben bei 37°. 
Ansitze Methylglyoxal (+) bzw. Brenztraubensaure (¢ ) 
«! mere 
di pheaphet Sinnerhefe Zugabe nach 1 Tage | nach 2 Tagen nach 3 Tagen 
& | 
1 5,0 Spur Spur + 
2 3.0 Je leem Z 
3 1.5 ae . 
4 05 4 eo 
5 3,0 | j , + tT T 
6 15 _ » _ Spur + 
“ fe | Urethan ? : ; 
7 0,5 Spur Spur + Spur + 
8 3.0 Je leem @ i) Spur ® 
9 1,5 Phenyl- Spur : 
10 |} Je 30 cem 0,5 | urethan + rr 
50/ ioe 
11 D'/o Ke 3,0 Je leem 
12 Lisung 1,5 Phenyl- Spur 
13 0,5 senfol Spur _ 
14 5,0 Spur + Spur + 
15 3.0 Je leem Spur 
16 1,5 | Benzol Pe 
17 0,5 ++ 1 
18 5,0 Spur + 00 @ 
19 3,0 + OO oe 
20 1,5 tr r+ r++ 
2l 0,5 Je leem = ra oe 
22 5,0 Toluol @® 7) 2] 
23 o 30 cem 3.0 (3) (5) (a) a ra) 
‘ O/ ian ~ f 
24 2.5% ige 1,5 Spur +, Spur +-, Spur +, 
Losung Spur ® Spur @ Spur ® 
25 0,5 sop +--+ ++ 
26 1g NaCl + Spur + Spur + 
27 Je 3.0 2 ¢ NaCl +4- 4. Spur + 
28 3g NaCl + 4. + Spur + 
nm Je 30 cem K . — ' 
29 Peg 5g NaCl + ot + 
; 5% ige roy 
30 3 1g NaCl + 4 | a 
Losung 
31 , 05 2¢ NaCl + +++ ++ 
32 ene) 8 NaCl + ++ + 
33 5g NaCl Spur + + + 
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Tabelle V. 


Versuche mit Zugabe von Toluol bei 50°. 





Methylglyoxal (+) 


Ansiitze bzw. Brenztraubensdure (@) 
Nr Frische an : : 
: - a roluol 2 
Hexose-di-phosphat Sinner-Hefe nach 3), Std. nach 1 Std. 
g cem 

1 30 cem 10%ige Losung 05 1 + - 
2 50 . 2 0.5 l Spur + Spur + 
3 30 , 2.5 , i 0,5 1 Spur + Spur 
4 a, © ,. e 5 1 @®, Spur @, Spur 
5 30 , Dy " 3 1 ®, Spur @®, Spur 
6 $0, 25, ‘ 3 1 -- 


Die Ergebnisse der Versuche, die in den Tabellen IV und V verzeichnet 
sind, lehren, daB durch Erhéhung der Temperatur die zur Anhaufung von 
Methylglyoxal fiihrenden biochemischen Prozesse im allgemeinen be- 
schleunigt werden. 

Die fiir die Grundfragen des Kohlenhydratstoffwechsels wichtigen 
Bildungen von Methylglyoxal wie von Brenztraubensiure gehéren 
heute zu den am leichtesten nachweisbaren Erscheinungen der inter- 


mediiren Vorgange. 


Berichtigung. 


In der Mitteilung von K. Koch, diese Zeitschr. 227, 337, Zeile 24 
von oben lies ,,anorganischen* statt organischen. 























Uber eine Proteid-ather-schwefelsiure aus der Magenschleimhaut. 


Von 
Hermann Mathis. 
(Aus dem Laboratorium der Ludwig Spieglerstiftung in Wien.) 


(Eingegangen am 14. Oktober 1930.) 


Es ist im hiesigen Institut im Laufe des vorletzten und letzten 
Jahres gelungen, aus einer Reihe von Organen und zwar aus dem 
Vorderlappen der Hypophyse!, aus der Leber? und aus der Magen- 
schleimhaut® Substanzen zu isolieren, welche als gemeinsames Merk- 
mal zeigen, daB sie von Proteinen derivieren, wie der positive Ausfall 
der Biuretreaktion erweist, und daB sie Atherschwefe]séuren sind, was 
sich dadurch zeigen ]4Bt, daB sie nach ihrer Reindarstellung beim 
Kochen mit verdiinnter Salzséure Schwefelsiure abspalten. 

Die Darstellung dieser Verbindungen, die anscheinend noch ein 
sehr groBes Molekiil besitzen, war je nach dem Organ verschieden; 
verschieden war aber auch der Charakter der Verbindungen nach ihrer 
Herkunft: 

Die Proteiddtherschwefelséure aus der pars anterior der H ypophyse 
zeigte Globulincharakter, und von den in ihr enthaltenen neun 
Schwefelatomen sind sieben in Form von Schwefelséure vorhanden. 
Kein einziges der Schwefelatome ist in Form von Cystin enthalten. 

Die Proteidaétherschwefelsiure, die aus der Leber isoliert wurde, 
zeigt im Gegensatz zur vorigen keinen Globulincharakter, sie ist vielmehr 
eine Saéure. Von ihren drei Schwefelatomen sind zwei in der Form 
von Schwefelséure vorljanden. Auch hier aber ist das restliche Schwefel- 
atom nicht in Form von Cystin enthalten. 

Das Insulin* hingegen, das wir auch untersucht haben und das 
so sehr reich an Cystin ist, besitzt kein Schwefelatom in Form der 
Atherschwefelsaure. 


! Sigmund Frankel u. Gabriele Monasterio, diese Zeitschr. 211, 259, 1929. 
2 Dieselben, ebendaselbst 211, 264, 1929. 

3 Hermann Mathis, ebendaselbst 220, 493, 1930. 

4 Derselbe, ehendaselbst 213, 72, 1929. 
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Die Proteidaitherschwefelsiure aus der Magenschleimhaut, tber 
welche wir zuletzt berichtet haben, zeigte bei den weiteren Untersuchungen 
folgendes Verhalten: wahrend die Substanz aus der Leber 7,49 bis 
7,68 °,, Gesamtschwefel, die Substanz aus dem Hypophysenvorderlappen 
2,16 bis 2,49°, Gesamtschwefel enthielt, hat die Substanz aus der 
Magenschleimhaut nur 1,67 bis 1,77°,, Schwefelgehalt. Von diesen 
laBt sich bei der Hydrolyse mit Salzsiure 1,56°,, als Schwefelséure 
abspalten. Das heiBt mit anderen Worten, daBb der gesamte Schwefel 
in Gestalt von atherartig gebundener Schwefelsaure in der Proteid- 
ither-schwefelsiure aus der Magenschleimhaut enthalten ist. 




















Uber die Isolierung des akuten Giftes des E. Fraenkelschen 
Gasbrandbazillus. II. 


Von 
Alfred Ebel. 


(Aus dem Laboratorium der Ludwig Spieglerstiftung in Wien und dem 
Leopoldstaédter Kinderspital der Stadt Wien.) 


(Eingegangen am 14. Oktober 1930.) 


Wie wir vorerst festgestellt haben!, ist das akute Gift des £. Frankel- 
schen Gasbazillus in absolutem Alkohol léslich und dialysabel. Diese 
beiden Tatsachen bildeten die Grundlage weiterer Versuche zur Rein- 
darstellung dieser giftigen Substanz, iiber die wir im folgenden berichten, 
nachdem wir das Verfahren weiter ausgebaut und wesentlich vereinfacht 
haben. 

Das Ausgangsmaterial fiir unsere Untersuchungen waren Kultur- 
filtrate, deren Herstellung wir (1. c.) bereits beschrieben haben. Diese 
lackmussauren Giftlésungen wurden im Vakuum eingeengt, das Kon- 
zentrat mit 96°,igem Alkohol gefallt, bis eine Probe keine weitere 
Fallung auf Alkoholzusatz zeigte ; die unwirksame Fallung wurde griind- 
lich mit Alkohol nachgewaschen und verworfen. Die alkoholische 
Lésung, vereinigt mit dem Waschalkohol, haben wir im Vakuum stark 
eingeengt, und dieses Konzentrat gab wieder mit 96°,igem Alkohol 
eine unwirksame Fallung, waihrend das Gift in den Alkohol vollstandig 
uberging. Die Lésung wurde neuerlich im Vakuum eingeengt und mit 
Alkohol gefallt und dieser Vorgang solange wiederholt, als 96° ,iger 
Alkohol mit dem Konzentrat noch eine Fallung oder Triibung ergab. 
Léste sich dann der Sirup in 96 °,,igem Alkohol vollstandig auf und gab 
er auch bei langerem Stehen keine Triibung, so entstand auf Zusatz von 
absolutem Alkohol zum Konzentrat wieder eine dichte, aber im Tier- 
versuch unwirksame Fallung, doch der absolute Alkohol nahm die 


' Diese Zeitschr. 225, 336, 1930. 


18° 





266 A. Ebel: 


gesamte Giftmenge auf. Wurde die absolutalkoholische Lésung im 
Vakuum zur Sirupkonsistenz eingeengt und der Sirup mit absolutem 
Alkohol verriihrt, so entstanden wiederum unwirksame Niederschlage. 
Analog wie mit 96°.igem Alkohol wurde mit absolutem Alkohol ver- 
fahren, d.h. so lange mit absolutem Alkohol gefallt, von der unwirk- 
samen Fallung abfiltriert, die absolutalkoholische Lésung im Vakuum 
konzentriert, bis der Riickstand schlieBlich in absolutem Alkohol voll- 
standig léslich war. Wir tiberzeugten uns hierauf, daB eine solche Lésung 
mit einer alkoholischen Bleiacetatlésung keine Fallung mehr gibt. Auf 
diese Weise ersparen wir hier die Bleifallung und die Entfernung des 
tiberschiissigen Bleies, sowie die schadliche Einwirkung der Essigsaure. 

Diese gereinigte absolutalkoholische Giftlésung wurde der Elektro- 
dialyse gegen destilliertes Wasser unterworfen. Hierbei zeigte es sich, 
da®B man nach langerer Elektrodialvse drei Anteile hatte: Der anodische 
saure Anteil war wirkungslos, der in der mittleren Kammer enthaltene 
adialysable ebenfalls, nur der kathodische Anteil zeigte eine sehr starke 
Wirksamkeit und reagierte stark alkalisch. Wir haben daher den Haupt- 
versuch so gefiihrt, daB wir so lange mit wechselndem Wasser in den 
beiden AuBenkammern elektrodialysierten, bis der Inhalt der mittleren 
Kammer vollig unwirksam war. Der negative Ausfall des Tierversuchs 
ist das Zeitzeichen fiir das Abbrechen der Elektrodialyse. Allerdings 
hatte die wirksame alkalische Lésung ungefahr ein Viertel ihrer ur- 
spriinglichen Wirksamkeit eingebiiBt. 

Da die alkalische Portion auch nach langerem Stehen im Eisschrank 
keinen Niederschlag absetzte, wurde sie im Vakuum sehr stark ein- 
geengt und der Riickstand mit 4 Volumenteilen 96°,,igen Alkohols 
verrthrt. Vorerst entstand keine Fallung, aber beim Stehen im Eis- 
schrank schieden sich langsam Kristalle ab, die unwirksam waren. 
Die alkoholische Lésung wurde wieder konzentriert; sie war etwas 
braun gefarbt. Wir haben es fiir richtig gehalten, den Vorgang der 
Elektrodialyse zu wiederholen, um die Substanz dadurch reiner zu 
bekommen. Der alkalische Anteil wurde sehr stark konzentriert, aber 
trotzdem er langere Zeit im Vakuum gehalten wurde, konnten wir keine 
krista‘lisierte Abscheidung sehen, sondern wir hatten es mit einem 
zahfliissigen Sirup zu tun. 

Wir haben daher diesen alkalischen Sirup gereinigt, indem wir eine 
Probe in Wasser lésten und mit essigsaurem Blei versetzten. Wahrend 
die urspriingliche saure Fliissigkeit, die absolutalkoholische Lésung, 
mit Blei keinerlei Fallung oder Triibung gegeben hatte, erhielten wir 
hier eine sehr starke Fallung, welche auch den Farbstoff mitriB. Durch 
diese Fiallung waren nur unwirksame Substanzen niedergeschlagen 
worden, nur das Filtrat erwies sich als wirksam. Dieses gab mit basisch- 
essigsaurem Blei keine Triibung oder Fallung mehr. 
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Wir entbleiten das wirksame Filtrat mit Schwefelwasserstoff, 
filtrierten vom Schwefelblei, verjagten den tiberschiissigen Schwefel- 
wasserstoff mit Kohlensiure. Das nun sauer reagierende Filtrat war 
sehr giftig; durch die Bleireinigung war also kein Gift verloren gegangen. 
Da aber, wie wir schon in der ersten Mitteilung bemerkt haben, schwache 
Sauren das Gift beim Konzentrieren zerstéren, haben wir statt zu 
neutralisieren, das entbleite Filtrat wiederum der Elektrodialyse unter- 
worfen. Das alkalische kathodische Dialysat wurde im Vakuum stark 
eingeengt, und wahrend die urspriingliche (saure) Lésung mit ab- 
solutem Alkohol keine Fallung mehr gab, gab das nun zum dritten 
Male elektrodialysierte basische Gift nach der Konzentration der Losung 
mit viel absolutem Alkohol eine Fallung. Das alkoholische Filtrat 
wurde im Vakuum sehr stark konzentriert, aber der Riickstand kristalli- 
sierte auch nach mehrtagigem Stehen im Eisschrank nicht. Hingegen 
gab eine mit Ather geschiittelte Probe an den Ather eine alkalisch 
reagierende Substanz ab. Verdunstete man den Ather, so gab Kalium- 
quecksilberjodid mit dem alkalischen Riickstand eine dichte Fallung. 

Wir haben daher den Vorgang, den wir bei der erstmaligen Reinigung 
des sauren Kulturenfiltrats beobachtet haben, hier nur mit dem basischen 
Anteil wiederholt: Wir verriihrten den Sirup mit sehr viel absolutem 
Alkohol und erhielten eine dichte flockige Fallung, die schlieBlich 
sirupés wurde. Dieser Sirup war vollstandig unwirksam, wahrend die 
absolutalkoholische Lésung volle Wirksamkeit zeigte. Aus dieser 
konnten wir mit Ather wieder eine sirupése Fallung bekommen, waihrend 
die alkoholisch-atherische Lésung nun ganz klar war und alkalisch 
reagierte. Der durch den Atherzusatz entstandene sirupése Niederschlag 
war vollig unwirksam, die alkoholisch-atherische Lésung enthielt das 
basische Gift. 

Der vereinfachte Weg zur Isolierung des Giftes, den wir nun 
einhalten, ist kurz zusammengefaBt der folgende : 

Das Kulturfiltrat wird im Vakuum méglichst stark konzentriert 
und mit 96°.igem Alkohol so lange versetzt, als noch ein Niederschlag 
entsteht. Die alkoholische Lésung wird im Vakuum konzentriert und 
das Konzentrat wiederum mit viel Alkohol aufgenommen. Dieser Vor- 
gang wird so lange wiederholt, bis der Riickstand in 96° ,igem Alkohol 
vollstandig léslich ist. Hierauf wird der lésliche Riickstand mit ab- 
solutem Alkohol in gleicher Weise behandelt, solange ein Niederschlag 
entsteht, und immer wieder die Lésung im Vakuum médglichst kon- 
zentriert, bis der Riickstand in absolutem Alkohol vollstandig léslich 
bleibt. Diese absolutalkoholische Lésung wird elektrodialysiert, der 
basische dialysable Anteil enthalt das Gift und wird zur Reinigung 
nochmals elektrodialysiert. Dieses basische Dialysat wird mit essig- 
saurem Blei gefallt, der unfallbare Anteil vom Blei befreit und wieder 
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elektrodialysiert. Das letzte Elektrodialysat wird im Vakuum stark 
konzentriert und so lange mit Alkohol behandelt, bis der Riickstand 
der absolutalkoholischen Lésung in absolutem Alkohol sich vollstandig 
und klar list. Die absolutalkoholische Lésung wird mit Ather gefallt. 
Die Alkohol-Atherlisung enthalt die Hauptmasse des Giftes. 

Wir sind jetzt damit beschiftigt, dieses neue Verfahren der 
Isolierung eines Bakteriengiftes von Sepsincharakter bei einer Dar- 
stellung in gréBerem Stile soweit zu treiben, bis wir dieses in Alkohol- 
Ather lésliche Gift rein dargestellt haben. 

Wir nehmen an, da es gelingen wird, dieses Verfahren, das sich 
weiter vereinfachen 1éBt, auf die Isolierung anderer Bakteriengifte, 
welche keinen Toxincharakter haben, zu iibertragen. 








l 
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Die Beleuchtung yon Halbschatten-Polarimetern 
mit der Quecksilberdampflampe. 


Nachtrag zu den Abhandlungen iiber Polarimetrie schwach drehender 
Lésungen!, 


Von 


Hans Norbert Naumann. 
(Aus der I. Medizinischen Klinik der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 20, August 1930.) 


Kin integrierender Bestandteil der kiirzlich beschriebenen empfindlichen 
Apparatur’ fiir die Polarimetrie schwach drehender Lésungen ist die 
intensive Lichtquelle in Form der Leitzschen Tischbogenlampe. Unter den 
Bedingungen fiir die Anwendung des Bogenlichtes bedarf einer Berichtigung 
die irrtiimliche Angabe tiber Verwendung des eingebauten Filters mit 
3% iger K,Cr,O,-Lésung in 3 em dicker Schicht. Siamtliche Beobachtungen 
wurden vielmehr ohne Filter ausgefiihrt, beziehen sich also auf reines 
Bogenlicht von Reinkohlen bei rechtwinkliger Kohlenstellung und 5 Amp. 
Gleichstrom. 

Die Filterung des Bogenlichtes durch eine 3 em dicke Schicht von 
3° iger K,Cr,O,-Lésung* vermindert die durch die Rotationsdispersion 
bewirkten Farberscheinungen, so da8 Drehungswinkel von etwa 0,6° leicht 
eingestellt werden kénnen (siehe Tabelle Spalte 4), entsprechend einem 
Fehler von etwa 0,3°,, bei einem Ablesungsfehler von + 0,002°. Der optische 
Schwerpunkt bei etwa 594 vy ist gegeniiber dem des Natriumlichtes etwas 
nach der kurzwelligen Seite des Spektrums verschoben. Infolge Schwachung 
der Lichtintensitat ist die Filterung mit K,Cr,O, nur bei der Makro-, 
nicht aber bei der Mikropolarisation anwendbar. 

Kine sehr brauchbare Lichtquelle ist die Quecksilberdampf-Lampe, 
und zwar zweckmaéBig als sogenannte Handlampe der Hanauer Werke. 
Benutzt wurde ein Modell fiir 220 Volt Gleichstrom*. Trotz der relativ 


1 Diese Zeitschr. 220, 217, 1930; 221, 425, 1930; 222, 407, 1930. 

2 Zu beziehen durch die Firma Schmidt & Haensch, Berlin S 42, 
PrinzessinnenstraBe 16. 

3 Das Filter ist am hinteren Teil jeden Lippichschen Apparates 
herauszuschrauben und wie ein Polarisationsrohr zu fiillen. 

4 Fur die liebenswiirdig zur Verfiigung gestellte Lampe sage ich den 
Hanauer Werken, besonders Herrn W. Ewald, Vertreter der Firma in Berlin, 


meinen besten Dank. 
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Optischer : Glu- | Galak- _Lavu- 

Lichtquelle * Filter ae Grese- Fehler cose | tose lose 

pee o, | le? | [a]? [a]}#° 
Natriumlicht -- 589 — — 52,5 79,7 —91,9 

(Tollens) (Meise!) (Ost) 
Bogenlicht -- ea.576 = 0,1 2 55,4 85,0 — 95,0 
3% KsCrs0r 594 06 08,9 | 76,8 —89,3 

se 3-em-Schicht ” ~* ’ : : , ’ 
cane oyna - , 556 03 0,7 59,7 891 —98,1 

Quecksilberdampf- 5% NiSO, . 0 on” 

licht 8-cm-Schicht | ” 555 (0,6 0,3 60,0 91,2 99,8 


* Beziiglich der Versuchsbedingungen und Berechnung siehe diese Zeitschr. 221, 425 ff., 1930. 


geringen Flaichenhelle des Quecksilberdampflichtes ist eine ausreichende 
Beleuchtung zu erzielen, da das gleichmaBige flachenhatte Leuchten des 
Brenners die Zwischenschaltung eines lichtabsorbierenden Mattglases 
iiberfliissig macht. Dies ist zwar, wie friiher erwahnt, auch beim Bogenlicht 
moéglich, bedeutet aber infolge schwieriger Einstellung der ungleichmaBig 
beleuchteten Gesichtsfeldhalften nur einen Notbehelf bei triiben Lésungen. 

Durch Vorherrschen der griinen Strahlen besitzt die Quecksilberdampf- 
Lampe mehr den Charakter einer monochromatischen Lichtquelle, so daB 
sich die Rotationsdispersion weniger stérend bemerkbar macht. Die 
Gesichtsfeldhilften erscheinen in violetten und bréunlichen Farbténen, 
die weniger kontrastieren als das grelle Rot und Blau bei weiBem Licht. 
Der Grenzwinkel ist daher gréBer als der des Bogenlichtes und betrigt etwa 
0,3° bei einem prozentualen Fehler von 0,7%. Der optische Schwerpunkt 
liegt bei etwa 556 vp und ist gegeniiber dem des Bogenlichtes weiter nach der 
kurzwelligen Seite des Spektrums verschoben. 

Mit einem gut durchlassigen Filter von 5°, iger NiSO,-Lésung in 
3 cm dicker Schicht sind die langwelligeren Strahlen weitgehend auszu- 
schalten, so daB die Rotationsdispersion dann weit weniger stérend wirkt. Der 
3renzwinkel von 0,6° mit einem Fehler von 0,3°%, kann wegen der geringen 
Intensitatsschwichung auch der Mikropolarisation zugute kommen. Es 
empfiehlt sich daher, beim Arbeiten mit der Quecksilberdampf-Lampe stets 
ein Nickelsulfatfilter’ zu verwenden und dies bei mikropolarimetrischen 
Beobachtungen nur dann zu entfernen, wenn infolge Triibung der Lésung 
dus ungefilteyte Licht allein eine ausreichende Helligkeit erméglicht. 

Um iiber die ZweckmaBigkeit von Quecksilberdampf- und Bogenlicht 
fiir die Zwecke der Polarimetrie schwach drehender Lésungen ein ab- 
schlieBendes Urteil zu gewinnen, ist zugunsten des ersteren der gréBere 
Grenzwinkel bei ungefiltertem und die gréBere Intensitaét bei gefiltertem 
Licht hervorzuheben, zugunsten des letzteren die gréBere Wirtschaftlichkeit. 
Beim Betrieb diirfte die etwa_ fiinf Minuten dauernde Anlaufszeit der 
Quecksilberdampf-Lampe eine Unbequemlichkeit sein, die der durch 
Auswechseln bzw. Verschieben der Kohlen bedingten die Waage hilt. 
Im allgemeinen wird die mit der Quecksilberdampf-Lampe zu erzielende 
zwei- bis dreimal gréBere Genauigkeit fiir die Verwendung derselben 
entscheidend sein. 


! Brauchbar ist auch das Griinfilter der Firma Schott, Jena. 























Bildung und Identifizierung der von verschiedenen Stimmen 
von Propionsiurebakterien gebildeten Siuren’. 


Von 
P. W. Wilson, E. B. Fred und W. H. Peterson. 


(Aus den Abteilungen fiir landwirtschaftliche Bakteriologie und Agrikultur- 
chemie der Universitat von Wisconsin, Madison, Wisconsin.) 


(Eingegangen am 10, September 1930.) 


Einleitung. 


Seit den klassischen Arbeiten von von Freudenreich und Jensen (1) 
iiber die Rolle von Bacterium acidi propionici bei der Lochbildung 
im Schweizer Kase sind dieser Organismus und nahe verwandte Arten 
Gegenstand zahlreicher Untersuchungen gewesen. Diese beschaftigten 
sich zum gréBten Teil mit den Beziehungen dieses Bakteriums zur 
Molkereiindustrie. Van Niel (2) gibt in seiner Doktorarbeit eine voll- 
stindige Ubersicht iiber die bisher geleistete Arbeit. Er bringt einen 
umfassenden Uberblick iiber die Literatur, erértert die Taxonomie, 
Physiologie und Biochemie des Organismus und stellt ein Schema fiir 
den Mechan‘smus der Garung auf. 

Sherman und seine Mitarbeiter [(3) (4) (5)] haben die Verwendung 
dieses Erregers fiir die industrielle Darstellung von Propion- und Essig- 
siure vorgeschlagen. Sie zeigten, dab die Ausbeute bei der Vergairung 
von Kohlenhydraten wesentlich gesteigert werden kann, wenn L. case, 
Bac. proteus, Bac. subtilis oder Bac. alcaligenes in Verbindung mit 
dem Bac. acidi propionici zur Anwendung gebracht werden. L. casei 
schien dafiir am geeignetsten zu sein, weil er auBer seiner ausgesprochen 
beschleunigenden Wirkung auch das Verhaltnis von Propion- zu Essig- 
siure vergréBerte. Molke, ein Nebenprodukt der Molkereiindustrie, 
kam als mégliches Ausgangsmaterial in Betracht, da sie ein brauchbares 
Kohlenhydrat und Stickstoffnahrung enthalt. In dieser Arbeit sind die 
Ergebnisse einer Untersuchung iiber die Vergérung verschiedener 
Zucker durch Propionsiurebakterien niedergelegt. 


1 Die Arbeit wurde mit Hilfe eines Zuschusses aus dem besonderen 
Forschungsfonds der Universitat von Wisconsin ausgefiihrt. 
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Versuche. 

Methodisches. Fliichtige Saiuren wurden durch Destillation von 50 cem 
der vergorenen Kulturfliissigkeit mit 15 ccm sirupéser Phosphorsiure und 
20g NaH, PO,. 12 H,O bestimmt. Wahrend der Destillation wurde dauernd 
Wasser zugegeben, um das Volumen konstant zu halten. Vom Destillat 
wurden 200 ccm aufgefangen und mit n-NaOQH und Phenolphthalein als 
Indikator titriert. Die Methode wurde mit der Wasserdampftdestillations- 
methode und durch Zugabe bekannter Mischungen von Essig- und Propion- 
siure zu einer beendigten Garung nachgepriift. Wenn das Volumen 
waihrend der Destillation konstant gehalten wird, so werden die zu- 
gegebenen Saéuren quantitativ wiedergefunden. Die Zucker wurden nach 
der Methode von Shaffer und Hartman in der Modifikation von Stiles, 
Peterson und Fred (6) bestimmt. 

Kulturen. Die benutzten Kulturen waren zehn Staimme, die wir von 
Prof. Burri aus der Schweiz bekommen hatten; diese wurden mit den 
Laboratoriumsnummern 1 bis 10 bezeichnet. tin anderer Stamm, be- 
zeichnet mit der Laboratoriumsnummer 3lc, stammte von Dr. J. M. 
Sherman vom United States Department of Agriculture und wird jetzt 
bei der Herstellung von Amerikanischem Schweizer Kise verwendet. Da 
wir diese Kulturen von anderen Laboratorien erhielten, machten wir keinen 
Versuch zur Ausfiihrung bakteriologischer Untersuchungen. 

Einleitende Gdrversuche. In den Vorversuchen wurden die ver- 
schiedenen Stéimme zur Vergiérung von Glucose, Maltose, Saccharose 
und Lactose angesetzt. Die Nahrlésung bestand aus: 30g Kohlen- 
hydrat, 20 g Pepton, 2 g K,H PO,, 5 g NaCl, 1000 com Wasser. 150 com 
dieser Mischung mit Glucose als Kohlenhydrat wurden in 300-cem- 
Erlenmeyer-Kolben sterilisiert und mit 5°, einer 24 Stunden alten 
Propionsiurebakterienkultur beimpft. Zu Kolben mit den gleichen 
Ansatzen wurden noch 0,2 °,, einer 24stiindigen Kultur von Lacto- 
bacillus casei zugesetzt. Die Kolben wurden bei 37° bebriitet und 
alle 24 Stunden mit sterilisierter n-NaOH gegen Brom-thymol-blau 
neutralisiert. Der erste Versuch zeigte schnellen Zuckerverbrauch 
sowohl in der reinen als in der Mischkultur; die Saurebildung war nach 
4 bis 6 Tagen Brutzeit beendet. Zu dieser Zeit waren 90 bis 95°, des 
Zuckers verschwunden, aber von den Sauren waren 90 °(, nicht fliichtig. 
Der Versuch wurde wiederholt, aber die Glucose wurde in Hefewasser 
gelést und kein Pepton verwendet. Es ergab sich der gleiche Garungstyp, 
d.h. schneller Zuckerverbrauch und Bildung nicht fliichtiger Sauren. 
Nach diesen zwei Versuchen wurde die Garzeit auf 10 bis 15 Tage ver- 
langert und es zeigte sich ein Zuwachs in der Bildung fliichtiger Sauren. 
Diese Ergebnisse deuten an, daB der erste Garungstyp von der Tatsache 
herriihrt, daB die Erreger einige Zeit vor Gebrauch in Agar-Lactose- 
Stichkulturen geziichtet wurden, und daB erst nach mehrfacher Uber- 
fiihrung in ein fliissiges Medium die Garkraft des Stammes so zunimmt, 
daB sich der normale Giartyp ergibt. Weitere Versuche zeigten, dab 
Hefewasser eine etwas bessere Stickstoffquelle darstellt als Pepton, 
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und daB sich in den Garprodukten kleine Unterschiede zeigten, wenn 
die Temperatur 30° statt 37° betrug. Tagliche Neutralisation mit NaOH 
gab nicht so gute Resultate wie Garversuche in Gegenwart von tiber- 
schiissigem CaCQ,. 


Vergdrung von reinen Zuckern und solchen aus natiirlichem Material. 


Als Ergebnis dieser Vorversuche wurde eine Anzahl der kriftigsten 
Kulturen auf ihre Fahigkeit gepriift, sowohl reine Zucker als natiirlich 
vorkommendes, diese Kohlenhydrate enthaltendes Material, z. B. 
Mehl aus gemalztem Mais, Melasse usw., zu vergiren. Bei den Ver- 
suchen mit reinen Zuckern als Kohlenstoffnahrung kam das folgende 
Kulturmedium zur Anwendung: 30g Kohlenhydrat, 2g K,HPO,, 
5g NaCl, 1000 cem wisseriger Hefenextrakt (10:1). Das Getreide 
wurde zur Bildung vergairbaren Zuckers mit 20°,, Malz behandelt. 
Glucose wurde durch Hydrolyse von Starke mit 1°, Salzsiure gewonnen, 
waihrend als natiirliche Saccharosequelle ,,Louisiana black strap*’- 
Melasse diente. Gemalzter Mais enthalt kein fiir diese Organismen 
verwertbares Stickstoffmaterial, dieses wurde deshalb in Gestalt von 
wasserigem Hefeextrakt (10:1) zugegeben: die hydrolysierte Starke 
wurde durch Zugabe entweder von Hefenwasser oder von Garungs- 
abfaillen der Aceton-Butylalkohol-Industrie erganzt; Melasse enthalt 
gewohnlich hinreichende Mengen von Stickstoffverbindungen fiir den 
Bedarf der Erreger. 

Bei diesen Versuchen wurden 5”, einer 24 Stunden alten Kultur 
der Propionsiurebakterien plus 0,2°,, einer Kultur von ZL. casei als 
Impfmaterial benutzt. Es wurde auch ein Versuch zur Vergirung von 
Mehl aus gemalztem Mais mit den Propionsiurebakterien allein an- 
gestellt, aber Stamm Nr. 2 war die einzige Kultur, die in Abwesenheit 
von L. casei in Betracht kommende Mengen von fliichtigen Sauren 
bildete. Alle Garversuche wurden bei Gegenwart von tiberschiissigem 
CaCO, durchgefiihrt und 14 Tage bei 37°C bebriitet. Die Ergeb- 
nisse dieser Versuche sind in Tabelle I und Il wiedergegeben. 
In diesen Resultaten wurden die fliichtigen Sauren durch Multi- 
plikation mit 0,070 in Gramm umgerechnet; dies war der Durch- 
schnittswert, den eine Reihe von Duclaux-Analysen der fliichtigen 


Sauren ergeben hatte. 


Aus den in Tabelle I wiedergegebenen Ergebnissen der Garversuche 
ergibt sich, daB die Stémme Maltose, Glucose, Saccharose und Lactose 
sowohl in reiner als in Mischkultur vergarten. In Gegenwart von L. casei 
wurde vollstandiger Verbrauch des Zuckers erzielt bei einer Ausbeute 
an fliichtigen Saéuren von etwa 40 bis 75°,, des angewandten Zuckers. 
In Abwesenheit von L. casei wurde der Zucker nur teilweise vergoren, 
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gewohnlich betrug der Zuckerverbrauch ungeféhr 60°... Es zeigte sich, 
daB Glucose die héchsten Ausbeuten an fliichtigen Saiuren gab. Sac- 
charose und Lactose gaben fast so gute Ausbeuten, aber diese waren 
nicht so gleichmaBig. Die Ausbeuten aus Maltose waren bei den einzelnen 
Staémmen verschieden. Die Garversuche mit natiirlichem Kohlenhydrat- 
material (Tabelle Ll) zeigten, daB diese als zweckmaBige Kohlenstoff- 
quelle fiir die Propionsdureorganismen dienen kénnen. Bei diesen 
Garversuchen waren Unterschiede zwischen den Stimmen_ wahr- 
nehmbar: Die Kulturen 2, 7, 10, 3le zeigten sich als die Stamme mit 
den gleichmaBigsten und héchsten Ausbeuten. Von den untersuchten 
kohlenhydrathaltigen Substanzen wurde Melasse von allen Erregern 
am leichtesten vergoren; aber auch hydrolysierte Starke wurde sehr 
schnell verbraucht. Weitere Versuche mit hydrolysierter Starke zeigten, 
da®B wihrend der ersten 4 bis 5 Tage ein schneller Umsatz des Kohlen- 
hydrats eintrat. Wiahrend dieses Zeitraums wurden 80°,, des Kohlen- 
hydrats verbraucht, und die Ausbeute an fliichtigen Sauren belief 
sich auf ungefahr 50 °,, des verbrauchten Zuckers. Nach 8 bis 10 weiteren 
Tagen erreichte der Zuckerverbrauch 93 bis 95°,, und die fliichtigen 
Saéuren entsprachen 45 bis 50°, des zerstérten Zuckers. 


Identifizierung der fliichtigen Sduren. 


Freudenreich, Sherman u. a., die die Propionséiuregirung untersucht 
haben, geben an, daB die gebildeten fliichtigen Saéuren aus Propion- 
und Essigséure im Verhaltnis 2: 1 bestehen. Die Angabe beruht augen- 
scheinlich lediglich auf Duclaux-Analysen mit Silbersalzbestimmungen 
in den verschiedenen Duclaux-Fraktionen. Die Duclaux-Methode 
hat aber den Nachteil, daB sie mehr quantitativ als qualitativ ist ; deshalb 
ist eine Identifizierung nach dieser Methode allein nicht eindeutig. 
Aus diesem Grunde wurden Versuche angestellt, bei denen die gebildeten 
fliichtigen Sauren isoliert und dann identifiziert wurden. 

4 Liter des Kulturmediums aus hydrolysierter Starke (5,25°, 
Zucker) wurden nach Zusatz eines Uberschusses an CaCO, mit einer 
Mischkultur aus Stamm Nr. 2 und L. casei vergoren. Nach 11 Tagen 
waren 92°, des Zuckers zerstért und 47,5°, als fliichtige und 26,5°, 
als nicht fliichtige Sauren aufgetreten. Die Calciumsalze wurden durch 
Zugabe von Soda in die Natriumsalze verwandelt. Nach einstiindiger 
Digestion auf dem Wasserbad wurde das CaCO, abfiltriert und das 
Filtrat zu einem dicken Sirup eingedampft. Dieser wurde mit 85 °,,iger 
Phosphorséure angeséuert und der Wasserdampfdestillation bis zur 
Entfernung der fliichtigen Saure unterworfen. Von den durch Analyse 
eines aliquoten Anteils festgestellten 87,5 g wurden 86,8 g auf diesem 
Wege gewonnen. Das Destillat wurde mit konzentrierter Natronlauge 
neutralisiert und auf 250 ccm eingeengt. Es wurde dann mit Schwefel- 
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siure (1:1) angesiuert und fiinfmal mit alkoholfreiem Ather extrahiert ; 
und zwar wurden die Extraktionen im Scheidetrichter mit je 200 cem 
Ather ausgefiihrt. Weitere Extraktionen des Riickstandes in einem 
Kutscher-Steudelschen Apparat ergab, daB 96,5", der Séiuren nach der 
ersten Methode gewonnen waren. Die atherische Lésung der Sauren 
wurde tiber wasserfreiem Natriumsulfat 48 Stunden getrocknet, filtriert 
und das letztere mit trockenem, alkoholfreiem Ather ausgewaschen. 
Der Ather wurde abdestilliert und die Siuren fraktioniert destilliert. 
Die letzten Spuren Ather waren schwer zu entfernen, es ergab sich eine 
Fraktion, die zwischen 50 und 100° siedete und hauptsiichlich aus Ather 
mit kleinen Mengen von Wasser und Saure bestand. Die Fraktionen 
iiber 100° waren frei von Ather. Nach einer vorlaufigen Fraktionierung 
wurden’ die einzelnen Fraktionen noch einmal fiir sich mit einer Spezial- 
kolonne fraktioniert destilliert. Besondere Sorgfalt wurde auf die Kon- 
trolle der Temperatur und der Destillationsgeschwindigkeit verwendet, 
um eine mdéglichst vollstindige Trennung der Sauren sicherzustellen. 
Trotz dieser VorsichtsmaBregeln zeigten die Sauredquivalente, die durch 
Bestimmung der fiir 1 g Saure verbrauchten Kubikzentimeter n-Natron- 
lauge festgestellt wurden, daB die Fraktionen bis 120°C bedeutende 
Mengen Wasser enthielten, und daB ein groBer Teil der Essigsiure in 
der Fraktion von 120 bis 135° C tiberging, d. h. im Gemisch mit Propion- 
siure. Es trat keine tiber 140° siedende Fraktion auf, was die Abwesen- 
heit einer héheren Fettsdure anzeigt. Die Fraktionen wurden wieder 
vereinigt, 72 Stunden tiber geschmolzenem Natriumsulfat getrocknet 
und dann folgendermaBen fraktioniert destilliert : 


1s gingen tiber zwischen 100 und 115°C 22,7 ¢ 


a an e © 115 ,, 122°C 8&6¢ 
42. a & a 122 ,, 135°C 18,3¢ 
le 135 ,, 187°C 258¢ 


Die Bestimmungen der Séuredquivalente ergaben wiederum, 
daB die erste Fraktion Wasser enthielt. Die Bariumsalze wurden 
folgendermaBen gewonnen: Ungefahr 0,7 g von jeder Fraktion wurden 
genau mit n/10 Ba(OH), und Phenolphthalein neutralisiert. Nach dem 
Eindampfen wurden die Salze bei 130°C bis zur Gewichtskonstanz 
getrocknet und der Prozentgehalt an Barium ermittelt. Die Ergebnisse 
sind in der Spalte 4 der Tabelle II] wiedergegeben. Die Zusammen- 
setzung jeder Fraktion wurde aus ihrem Saéuredquivalent und Barium- 
gehalt berechnet. Auf Grund dieser Berechnung wurden synthetische 
Mischungen von der gleichen Zusammensetzung wie die verschiedenen 
Fraktionen aus wiederholt destillierter Essig- und Propionsaure her- 
gestellt, die wir von der Eastman Kodak Co. erhalten hatten. Die 
Brechungsindizes der Fraktionen und der entsprechenden synthetischen 
Mischungen wurden mit Hilfe eines Zeiss-Refraktometers bestimmt. 
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Die hervorragende Ubereinstimmung dieser Indizes, die sich aus den 
Spalten 4 und 6 der Tabelle III ergibt, reicht aus, um die Zusammen- 
setzung der Fraktionen zu kontrollieren, wie sie durch den Bariumgehalt 
und die Saéureaiquivalente bestimmt wurde. 


Die Isolierung und Identifizierung der fliichtigen Sauren wurde 
in einem Garansatz mit Glucose und Hefewasser wiederholt. Das Ver- 
fahren war dasselbe, nur wurde der Atherextrakt zuerst iiber geschmol- 
zenem Natriumsulfat und dann iiber wasserfreiem Kupfersulfat ge- 
trocknet. Wie sich aus Tabelle III, Versuch 2 ergibt, war nach dieser 
Behandlung nur noch sehr wenig Wasser zuriickgeblieben. Da Saure- 
gehalt und Bariumaquivalent ungewohnlich gut tibereinstimmten, 
wurden in diesem Versuch keine synthetischen Mischungen hergestellt, 
und der Brechungsindex nur an der reinen Propionsdurefraktion 
(iiber 135°) bestimmt. 

Die Ergebnisse dieser zwei Versuche zeigen, dab die fliichtigen 
Saduren bis zu einem gewissen Grade, aber nicht vollstandig, getrennt 
werden kénnen. Es wurde zwar eine reine Propionsdurefraktion 
gewonnen, aber die Essigsiure konnte nicht in reinem Zustand erhalten 
werden; der Hauptteil der Essigsiure ging in der mittleren Fraktion 
(122 bis 135°) tiber. Um die Wirksamkeit des Destillationsprozesses 
zu prifen, wurde eine Mischung von 15g Essigsiure, 30,5 g Propion- 
sdure und 0,5 g Wasser in derselben Weise wie die isolierten Sauren 
fraktioniert. Die Ergebnisse dieser Fraktionierung waren: 

Es gingen tiber zwischen 110 und 122°C 6,0g¢ 

iM . 122 ,, 130°C 150¢ 
130 ,, )=—-1386°C) 14,0¢ 
136 ,, 139°C 7,0¢g 
Riickstand 5,0g 


Eine Betrachtung dieser Fraktionen zeigt, daB sie den aus den 
isolierten Saéuren (Versuch 2) erhaltenen sehr ahnlich sind. Der gréBere 
Teil der Séiuren geht wie dort in der mittleren Fraktion iiber; deshalb 
scheint der SchluB berechtigt, daB der MiBerfolg bei der Gewinnung 
einer reinen Essigsdurefraktion auf die Schwierigkeit einer vollstandigen 
Trennung von Essig- und Propionsdure durch fraktionierte Destillation 
zurickzufiihren ist. Immerhin zeigt die Ubereinstimmung zwischen 
den drei zur Bestimmung der Zusammensetzung des Saéuregemischs 
angewandten analytischen Methoden, daB die allein anwesenden zwei 
Séuren Essig- und Propionséure sind. Auf Grund dieser Bestimmungen 
wurde die Zusammensetzung der verschiedenen Fraktionen berechnet, 
wie sie in Tabelle III, Spalte 7 und 8 angegeben ist. Diese Ergebnisse 
zeigen, daB in Versuch 1 20,8 g Essigsiure und 45,4 g Propionsaure 
gebildet waren. Das Molverhaltnis von Propionsiure zu Essigsdure 
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war demnach 1,77: 1. Im zweiten Versuch wurden 21,4 g Essigsiure 
und 65,1 g Propionsiure gewonnen. Das Molverhaltnis von Propion- 
siure zu Essigséure war 2,46: 1. 


SchluBfolgerungen. 


1. 11 Stémme von Propionsiurebakterien wurden auf ihre Faihigkeit 
untersucht, Glucose, Lactose und Maltose zu vergiiren. Aus diesen 
Zuckern wurden fliichtige Saéuren in mit den Stémmen wechselnden 
Mengen gebildet. In reinen Kulturen wurde der Zucker nur teilweise 
verbraucht; aber in Gegenwart von L. casei wurde praktisch aller 
Zucker zerstért und 25 bis 75°,, vom Zucker als fliichtige Sauren 
wiedergewonnen. 

2. Die besten Stémme wurden zur Vergérung von Mehl aus ge- 
milztem Mais, Melasse und hydrolysierter Starke benutzt. Melasse 
und hydrolysierte Starke wurden schnell vergoren, waihrend die Er- 
gebnisse mit Mehl aus gemilztem Mais etwas ungleichmaBig waren. 
Zwischen den Stammen waren Unterschiede wahrnehmbar; die Stimme, 
die gegeniiber reinen Zuckern die gréBte Garfahigkeit zeigten, besaBen 
auch die beste Fahigkeit, natiirliche Kohlenhydratquellen auszunutzen. 
Hefewasser und Destillationsriickstande von der Aceton-Butylalkohol- 
girung erwiesen sich als passende Stickstoffquellen. Melasse wird 
auch ohne Zusatz von irgendwelchem stickstoffhaltigem Material 
vergoren. 

3. Die bei der Gairung gebildeten Sauren wurden isoliert und als 
Essigsiure und Propionsaure identifiziert. Die Propionséure macht 
65 bis 70°, der fliichtigen Sauren aus. 


Literatur. 
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Fermente und Licht. XVII. 


Von 


Ludwig Pineussen. 


Uber den Einflu6B des sichtbaren und ultravioletten Lichts auf 
die Succinodehydrogenase des Pferdemuskelfleisches.' 


Von 
Wadim Roman. 


(Aus dem biologisch-chemischen Institut des stadtischen Krankenhauses 
am Urban, Berlin.) 


(Eingegangen am 1. Oktober 1930.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


In den letzten Jahren sind insbesondere durch die; Veranlassung 
von W. Mansfield Clark und 7’. Thunberg? die ,,Redoxsysteme sowohl in 
rein chemischem, wie in biologischem Material vielfach studiert worden. 
Bisher sind diese Untersuchungen jedoch noch nicht auf den EinfluB 
des Lichtes auf diese Systeme ausgedehnt worden. Um nun zunichst 
den EinfluB des Lichtes auf ein verhaltnismaBig einfaches und im 
iibrigen méglichst bekanntes biologisches Redoxsystem zu untersuchen, 
wihlten wir die Succinodehydrogenase, deren Einwirkung auf das 
System Bernsteinséure-—-Fumarséure unter Benutzung des Methylen- 
blau-Leukomethylenblau-Systems als Indikator von Thunberg und seiner 
Schule bereits eingehend studiert worden ist. 


Darstellung des Ferments. \ 


Die Darstellung des Ferments erfolgte im wesertlichen pach der 
von Thunberg in der ,,Fermentmethodik* von C. Oppenheimer und 
L. Pincussen 8.1126 angegebenen Methode: 


1 Die Untersuchung wurde mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft 
der Deutschen Wissenschaft ausgefiihrt, wofiir ich der Notgemeinschatt der 
Deutschen Wissenschaft auch an dieser Stelle noch einmal meinen Dank 
aussprechen méchte. 

2 Literatur und Niaheres bei Michaelis, Oxydations-Reduktions- 
potentiale, Berlin 1929, ferner bei Thunberg, Handb. d. Biochem., FE: 
ganzungsband, Jena 1930. 


i9* 








282 W. Roman: 


~_ 


100 g méglichst fascienfreies Pferdefleisch wurde mit einem Messer 
feingeschabt und etwa drei- bis fiinfmal mit 0,25 %iger Kochsalzlésung 
bis zur Blutfreiheit ausgewaschen. Dieses erfolgte, indem das Fleisch 
jedesmal mit etwa 150 cem Kochsalzlésung auf einem Koliertuch gut durch- 
geruhrt wurde. Das Koliertuch wurde zunaichst mit der Hand und dann 
mit einer Handpresse méglichst trocken ausgepreBt. Dann wurde die 
Fleischpaste von neuem durchgeriihrt und abgepreBt, so lange, bis die 
ausgepreBte Paste wei war'. Diese wurde nun drei- bis fiinfmal mit 
destilliertem Wasser auf dieselbe Weise méglichst salzfrei gewaschen; bei 
der Priifung der abflieBenden Lésung auf Chlorfreiheit mit Silbernitrat ist 
naturgemaéB zunachst durch kurzes Erhitzen und Abfiltrieren des aus- 
gefallenen EiweiBes die Probe von diesem zu befreien, da sonst bei Zu- 
fiigung von Silbernitrat zu der eiweiBhaltigen Lésung das ausfallende 
EiweiB noch einen Chlorgehalt vortéuschen kénnte. 

Die so weit wie méglich blut- und salzfrei gewaschene Fleischpaste 
wurde nun mit 200ccm einer Natriumphosphatlésung, enthaltend 2,4 g 
Na,HPO,.2H,O, in einer weithalsigen Glasflasche von etwa 1 Liter 
Fassungsvermégen %/, Stunden mit der Hand geschiittelt. Darauf wurde 
der Fleischbrei 1 Stunde bei etwa 3000 Umdrehungen zentrifugiert. Die 
iiberstehende opalisierende, gelblich-braunliche Fliissigkeit, die das Fer- 
ment enthalt, wurde in Reagenzgliser abgegossen und in einer eisgeftillten 
Thermosflasche im Eisschrank aufbewahrt. Die Fermentlésung halt sich 
auf diese Weise etwa 5 Tage. Der pa der Fermentlésung war entsprechend 
der Thunbergschen Forderung pa = 6,9. 

Um die Wirkungskraft unseres Ferments zu prifen, wurde zu- 
naichst die Entfairbung von Methylenblau in Gegenwart von Kalium- 


succinat nach Thunberg gepriift. 

Zu diesem Zwecke wurde eine Lésung A hergestellt. Diese bestand 
aus 50 ccm Kaliumsuccinatlésung, hergestellt durch Auflésen von 0,3441 g 
Bernsteinséure in 5 cem einer KOH-Lésung, die in 50 cem 2,297 g KOH 
enthalt, und 50 ccm einer 0,1 %igen Methylenblaulésung. Die Lésung B 
ist eine m/10 Phenollésung (0,94 g Phenol in 100 cem Wasser), die Lésung C 
eine m/5 Phenollésung. 

Zum Versuch wurden neun Thunberg-Réhrchen mit je 1 eem Ferment- 
lésung (Tabelle I, oberste Reihe), 1 cem Lésung A und steigenden Mengen 
Lésung B bzw. C (Tabelle I, zweite Reihe) gefiillt, mit Wasser zu 3 ccm 
ergénzt, eine halbe Minute mit einer kraftig saugenden Wasserstrahlpumpe 
unter Wasserkiihlung evakuiert, um ein vorzeitiges Einsetzen der Reaktion 
za verhindern, und darn in einen Thermostaten von 37° eingesetzt. Als 
Startmoment diente der Augenblick des Einsetzens in den Thermostaten. 
Die von ‘diesem Augenblick bis zur Entfirbung, die deutlich sichtbar war, 
vergangene Zeit ist in Reihe 3 der Tabelle IT angegeben. 


Tabelle I. 





1 2 3 4 5 6 7 


1OH,O 02B O08 B O5B O6B 10B O06C O8C 1,0 C 
25’ 36’ 38’ 54’ 58’ 82’ 114’ 150’ 


' Vgl. hierzu auch N. Anderssen, Skandin. Arch. d. Physiol. 52, 187. 
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Wirkung des unbestrahliten Ferments bei verschiedenem py auf das Redox- 
system: Bernsteinsiure — Fumarsaure. 


Die verschiedenen pR wurden in der Fermentlésung, die an sich den 
pu = 6,9 hat, auf folgende Weise erzielt: 8 cem Fermentlésung wurden mit 
2 cem Phosphatlésung versetzt, und zwar wurde m/15 oder m/3 Na,gH PQ,, 
oder NaH,PO, oder ein Gemisch beider Phosphatlésungen gleicher Mola- 
ritat zugesetzt, je nachdem ob alkalischere oder saurere Reaktion erzielt 
werden sollte. 

Fiir die Redoxfermentversuche wurden auBerdem folgende Lésungen 
hergestellt : 

A. 1,18 g Bernsteinsaéure + 1,16 g Fumarséure + 4,02 g Apfelsiure mit 
KOH genau neutralisiert und mit Wasser auf 1000 cem autgefiillt. 

B. 1,74g K,HPO, + 1,36g KH,PO, mit Wasser aut 200 ccm aut- 
gefullt. 

Die Methylenblaulésungen : 

T. 100cem der 0,1°% igen aut 500 ccm aufgefiillt 
Il. 100 ,, ,, 90,1 os » 20» “ 
HT. 100 ,, 4, 0,1 +. te, See 2s - 


Zu jedem Versuch wurden einige Thunberg-Réhrchen mit je 1 cem 
Fermentlésung, 1 cem Lésung B zur Einstellung eines gleichmaBigen px 
beim Versuch, 1 ecem Losung A und 0,2 cem I 40 y Methylenblau bzw. 
0,3.cem I 60 » Methylenblau bzw. 0,4ccm I 80 y Methylenblau be- 
schickt und mit Wasser zu 4,5 cem ergiinzt. Dann wurde der Schliff ein- 
gefettet. Eine jedesmalige Fettung erwies sich als notwendig, um das 
Vakuum halten zu kénnen. Es wurde jedoch sorgfiltig darauf geachtet, 
da8B kein Fett mit der Lésung in Berithrung kam. Dann wurde, wie oben, 
unter Wasserkiihlung an einer kraftigen Wasserstrahlpumpe eine Minute 
evakuiert und die Réhrchen in den Thermostaten von 37° eingesetzt. 
Nach 1 bzw. 14s, 2, 2%, 3, 4, 5 Stunden wurden die Réhrchen mit einer 
Farbskala verglichen, um festzustellen, wieviel Methylenblau jedes Réhrehen 
noch enthielt. Diese Kolorimetrie ist der schwichste Punkt der Methode. 
Durch jedesmal gleichmaéBige Beleuchtung und mehrmaliges Vergleichen 
gegen einen weiBen Hintergrund aus derselben Blickrichtung wurde versucht, 
den subjektiven Fehler méglichst zu verringern und méglichst gleichmaéBige 
Resultate zu erhalten. Eine besondere Schwierigkeit bildet die Herstellung 
der Farbskala. Es gelang uns nicht, das Ferment durch Erhitzen zu 
inaktivieren, ohne daB eine Ausflockung oder wenigstens Triibung statt- 
gefunden hatte. Wir versuchten daher, durch verschiedene Zusitze, die 
die Farbe und den Triibungsgrad der Lésung nicht ainderten, das Ferment 
zu inaktivieren. Als geeignetstes Mittel fanden wir schlieBlich den Zusatz 
von 3 Tropfen Toluol zur Inaktivierung des Ferments. Die Vergleichs- 
lésung enthielt also 1 cem Fermentlésung, 1 com Lésung B, 1 ccm Wasser, 
3 Tropfen Toluol und wechselnde Mengen Methylenblaulésung 1, TI oder 111, 
so daB wir eine Farbskala erhielten, die in den einzelnen Réhrchen folgende 
Mengen Methylenblau enthielt: 14, 18, 20, 24, 28, 32, 36, 40, 44, 48, 52 
und 58y. Das Volumen wurde mit der entsprechenden Menge Wasser 
immer zu 4,5 cem ergéinzt. Die Vergleichsskala wurde fiir jeden Versuch 
mit dem entsprechenden Ferment neu hergestellt, da die Methylenblau- 
Lésungen erfahrungsgeméB mit der Zeit ausbleichen. Aus diesem Grunde 
wurde auch fiir eine gleichmaBige Helligkeit wahrend aller Versuche gesorgt, 
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da ja A. Krestownikoff' ein Ausbleichen des Methylenblaus bei Belichtung 
beobachtete. Der hierdurch entstehende absolute Fehler spielt fiir uns keine 
Rolle, da ja das Methylenblau immer gleichmaBig ausbleicht und es 
ja nicht auf die absolute Abnahme des Methylenblaus, sondern nur auf 
das Verhaltnis der zu einer bestimmten Zeit noch vorhandenen Methylen- 
blaumenge bei den Versuchen mit Fermentlésung von verschiedenem PH 
bzw. bei den Bestrahlungsversuchen auf das Verhiltnis der noch vor- 
handenen Methylenblaumenge beim Versuch mit unbestrahlter Ferment - 
lésung und beim Versuch mit bestrahlter Fermentlésung ankommt. 

Die Versuche mit unbestrahltem Ferment, das vorher etwa eine 
Stunde bei dem gewiinschten px gestanden hatte, ergaben, dab die 
Succinodehydrogenase beim px = 6,9 am wirksamsten ist. 

Die Wirkung des Ferments laBt sich am besten darstellen, indem 
man das Verhaltnis der zur Zeit 0 vorhandenen Menge Methylenblau, 
also der urspriinglichen Ausgangsmenge zu der nach einer bestimmten 
Zeit noch vorhandenen Methylenblaumenge berechnet. Als diese 
Zeit nehmen wir 2 Stunden an, da sich in diesem Zeitraum das Gleich- 
gewicht in der Versuchslésung meist befriedigend eingestellt hat. 

Dieses Verhialtnis: Methylenblaumenge zur Zeit 0 zur Methylen- 
blaumenge zur Zeit 2 Stunden ist gleich 1, wenn keine Einwirkung 
des Ferments wahrend der ersten 2 Stunden stattgefunden hat, es 
ist gréBer als 1, wenn eine Einstellung eines Redoxpotentials durch das 
Ferment stattfindet, d.h. wenn Methylenblau zu Leukomethylenblau 
abgebaut wird. Man kann daher den Zahlenwert dieses Verhaltnisses 
geradezu als ein, allerdings relatives, MaB der Wirksamkeit des Ferments 
betrachten. 

Dieses Verhaltnis 0 : 2 Stunden fiir verschiedene py der angewandten 
Fermentlésung ist in Tabelle IT angegeben. Es handelt sich bei diesen 
hier mitgeteilten Werten stets um Mittelwerte aus mindestens zwei 
Versuchen. Diese Verhaltnisse schwanken zwar vielfach bei Versuchen 
mit gleichem pa und Fermentlésungen verschiedener Herkunft bis zu 
20°, jedoch wurden in diesem Falle mehr als zwei Versuche angestellt, 
und die Einzelwerte lagen stets in derselben Richtung. 


Tabelle II. 





PH 60 (65 | 66 | 69 | 70 | 72 | 78 | 745 7,7 | 8,0 
Verhaltnis 0%:2» 149 1,70 1,97 | 2.11 1,78 1,29 1,08 1,37 1,57. 1,18 


Die Wirksamkeit des Ferments, die durch dieses Verhaltnis aus- 
gedriickt wird, hat ihr Maximum bei pu = 6,9 itibereinstimmend mit 
den Befunden Thunbergs u. a. 


1 A. Krestownikoff, Skandin. Arch. d. Physiol. 52, 199. 
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Nach den Werten der Tabelle II ist die Abb. 1 gezeichnet, und zwar 
ist als Abszisse der px und als Ordinate das Verhaéltnis 0: 2 Stunden 
angegeben. 
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Abb. 1. Wirkung des Ferments bei verschiedenem py. 


Man ersieht aus der Kurve noch deutlicher als aus der Tabelle, 
daB neben dem normalen Maximum bei pa = 6,9 ein zweites kleineres 
Maximum bei pa = 7,7 vorhanden ist. Dieses zweite Maximum ist 
von anderen Autoren bisher nicht beobachtet worden, és wurde jedoch 
von uns in vier voneinander unabhangigen Versuchen festgestellt. 
Ob dieses Maximum bei px = 7,7 ein normales Maximum der Ferment- 
wirksamkeit darstellt, oder ob es nur 4uBeren Griinden — sei es der 
Donatorreaktion, sei es irgendeinem Katalysator —- zuzuschreiben 
ist, muB dahingestellt bleiben. Ersteres wird auch durch sein Verhalten 
bei der Bestrahlung (s. weiter unten) wahrscheinlich, 


Um den EinfluB eines lingeren Stehens bei anderem px als 6,9 
zu prifen, wurde Fermentlésung beim px = 6,7, 6,9, 7,3 tiber Nacht 
im Eisschrank stehengelassen. Es zeigte sich, daB nach 24stiindigem 
Stehen die Lésungen vom px = 6,7 und 6,9 beinahe gleich wirksam 
waren, wahrend die Lésung vom pq = 7,3 eine starke EinbuBe an 
Aktivitat erlitten hatte. \ 

Dieser Versuch steht mit den anderen in guter Ubereinstimmung 
und bestatigt auch das Minimum der Fermentwirksamkeit bei px = 7,3. 


Einflu8 der Bestrahlung mit ultraviolettem Licht auf die 
Succinodehydrogenase. 


Den Fermentlésungen wurde auf dieselbe Weise, wie oben ausgefiihrt, 
ein bestimmter px erteilt. Es wurden stets parallel den bestrahliten 
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Versuchen Dunkelversuche ausgefiihrt. Dies geschah auf folgende 
Weise : 

Je 10cem auf den gewiinschten pg eingestellter Fermentlésung 
wurden in Reagenzrohre aus durchsichtigem Quarz gefillt. Die 
Reagenzrohre wurden mit paraffinierten Korkstopfen verschlossen, 
um einen EinfluB des sich beim Brennen der Quecksilberlampe 
stets bildenden Ozons zu verhindern. Von jeder Fermentlésung mit 
dem gleichen py wurden stets zwei Rohre vorbereitet, von denen eins 
mit Stanniol umwickelt wurde, so das die blanke Seite des 
Staniols nach innen gekehrt war, damit eventuelle Warmestrahlen 
auf die’ Dunkellésung genau so einwirken konnten wie auf die 
belichtete. Auf diese Weise wurde nur die Wirkung der kurz- 
.welligen Strahlen der Quecksilberlampe als Differenz der Akti- 
vitat der Lésung im mit Stanniol umwickelten Rohr und der 
Aktivitat der bestrahlten Lésung gemessen. Die Quarzrohre wurden 
in 50cm Entfernung eine Viertelstunde lang bei 20° mit einer 
Quecksilberlampe (Heraeus) von 220 Volt, bei 3,5 Amp. Strom- 
starke und 130 Volt Klemmenspannung bestrahlt. 


Tabelle Ill. 


Methylenblaumenge in y. 


~ 





Pu = 6.0 Pu = 6.5 | Pu = 6.9 Pu = 7,2 Pu = 7.5 


Sats unbe- be- unbe- be- | unbe- | be- | unbe- be- unbe- | be- 
Std. strahlt | strahit  strahlt strahlt || strahlt | strahlt | strahlt strahlt strahit | strahlt 


40 60 40'60 40 60 40 60 40 60 40 60 40 60 40 60 40 60/40 60 
27 4438 54 — 








27 40 34 50 28 38 40 60 20 36 40 60 28 52 40 60 36 58 40 60 
20 40 28, — — — — — 18 32 40 60 18 48 40 60 36 54/40 60 
—|—|—|—|/94| 86| 88/58 —|— | —!—]|—| —|—| —1186| 54} 40| 58 
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In Tabelle III sind zunachst einige Versuche zusammengestellt, 
die mit bestrahlten Fermentlésungen und parallelen Dunkelproben 
von verschiedenem px angestellt wurden. Es sind in dieser Tabelle 
die direkt gefundenen Mengen Methylenblau in y Methylenblau an- 
gegeben, die zu den entsprechenden Zeiten noch in den Thunberg- 
Réhrchen vorhanden waren. 


Aus diesen gefundenen Werten wurde in gleicher Weise wie bei 
den Versuchen mit unbestrahltem Ferment das Verhaltnis 0 : 2 Stunden 
aus den einzelnen Versuchen berechnet und iiber diese gemittelt. Hierbei 
ist zu bemerken, daB die Versuche in diesem Falle eine ausgezeichnete 
Ubereinstimmung zeigten. Dieses Verhaltnis 0:2 Stunden ist in der 
zweiten Reihe der Tabelle IV angegeben und in der dritten Reihe 
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der Tabelle 1V zum Vergleich dieses Verhaltnis bei den entsprechenden 
pu fiir die parallelen Dunkelversuche. 


Tabelle 1V. 





Pu 6,0 6,5 6.9 7,0 7,2 7,3 8,0 


i on-gn{bestrahlt 119 10 10 106 10 10 10 
Verhaltnis 0:2" | vnbestrahlt 149 170 211 L78 1.29 108 LAS 


Man ersieht hieraus, da} das Ferment durch die Bestrahlung 
mit ultraviolettem Licht so geschadigt wird, daB nach zweistiindigem 
Redoxversuch noch keinerlei Entfarbung des Methylenblaus eingetreten 
ist. Eine Ausnahme macht hierbei nur das bei dem sauersten py = 6,0 
bestrahlte Ferment, jedoch ist auch hier die Abnahme des Methylen- 
blaus nur gering, wie aus dem nur wenig tiber | liegenden Verhaltnis 
deutlich wird. Das Ferment ist jedoch durch die Bestrahlung, wenig- 
stens bei saurem py, nicht restlos inaktiviert, wie die langdauernden 
(4 bis 5 Stunden) Versuche bei pa = 6,5 zeigen (s. Tabelle III). Die 
Schadigung ist jedoch bei allen px eine sehr deutliche und intensive, 
nicht nur bei den Maxima der fermentativen Wirksamkeit, was sich 
durch die sehr hohe Strahlungsintensitat erklart. 


Einflu8 einer kurzdauernden Bestrahlung mit sichtbarem Licht. 


Die Einstellung des gewiinschten py der Fermentlésung und die 
Anstellung der Versuche war dieselbe wie bei den bisher beschriebenen 
Versuchen. Es wurden jedoch in diesem Falle die Fermentlésungen 
zur Bestrahlung nicht in Quarzréhren gefiillt, sondern in Reagenz- 
glaser, welche sich auBerdem wahrend der Bestrahlung in einem von 
kaltem Wasser durchflossenen Trog mit Glaswanden befanden. Auf diese 
Weise wurden die Fermentlésungen auf einer Temperatur von 12 
bis 14° gehalten und gleichzeitig mit den Warmestrahlen ein grober 
Teil der Ultrarotstrahlung fortgefiltert. Die wirksamé Strahlung war 
in diesem Falle also nur das sichtbare Licht. Zur Bestrahlung diente 
eine blau mattierte Osram-Vitaluxlampe, die sich in 50cm Abstand 
von den Fermentlésungen befand. Von diesen 50cm waren 1,5 cm 
Wasserschicht und etwa 0,5cem Glas. Die Bestrahlung dauerte eine 
halbe Stunde. Es wurden genau so, wie bei den Versuchen mit ultra- 
violettem Licht, parallele Dunkelversuche angestellt. 

In Tabelle V sind wieder zunachst einige Versuche zusammen- 
gestellt, die mit bestrahlten Fermentlésungen und parallelen Dunkel- 
proben von verschiedenem px angestellt wurden. In dieser Tabelle 
sind wieder die direkt gefundenen Mengen Methylenblau in y Methylen- 
blau angegeben, die zu den entsprechenden Zeiten noch in den Thunberg- 
Réhrchen vorhanden waren. 
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Tabelle V. 


Methylenblaumenge in 7 





Pu = 6,5 Pu = 6.6 Pu = 7,0 Pu = 7,5 


un- 


Zeit = 
un- 
bestrahlt 


Std. bestrahlt 
0 40 60 40 6040 60 40 60! 40 60 40 60) 40 60° 40) 60 
28 46 20 32/28 36 36 48] 32,40 32 40/| 36 52 22) 44 
24°44 18 28/| 24 32 32 44/]/ 28 388 | 32 40] 36 44 18, 44 
14 32 e 14} 22 30 30 44/28) 388 32 40|| 32 42 14 40 


¢ = entfirbt. 


bestrahlt 


un- tied un- 
bestrahit bestrahlt 


bestrahlt bestrahit 
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Nach diesen Versuchen scheinen die bei manchen pg bestrahlten 
Fermentlésungen wirksamer zu sein als die Dunkelproben. Dies wird 
deutlich, wenn wir wieder fiir jeden einzelnen Versuch das Verhaltnis 
der Methylenblaumengen zur Zeit 0 Stunden zu der nach 2 Stunden 
noch vorhandenen berechnen und aus diesen Einzelwerten, die hier 
keine so gute Ubereinstimmung zeigen, wie bei den Versuchen mit 
Ultraviolettbestrahlung, die Mittel aus sémtlichen in dieser Weise an- 
gestellten Versuchen, nicht nur den in Tabelle V dargestellten ziehen. 
Diese sind in Reihe 2 der Tabelle VI fiir die verschiedenen py zu- 
sammengestellt. In Reihe 3 sind wieder zum Vergleich die entsprechen- 
den Verhialtnisse beim unbestrahlten Ferment und in Reihe 4 ist der 
Quotient aus dem Verhaltnis 0:2 Stunden fiir das unbestrahlte Fer- 
ment und dem Verhaltnis 0:2 Stunden fiir das bestrahlte Ferment 
angegeben. Die so berechneten Zahlen, die wir ,,Schidigungsquotienten ‘‘ 
nennen wollen, kénnen als ralatives Mab der Schaidigung durch die 
Bestrahlung angesehen werden. Die Schadigung ist also vorhanden, 
wenn der Schidigungsquotient gr6éBer ist als 1; ist die Zahl gleich 1, so 
ist die Bestrahlung wirkungslos. Eine Anregung des Ferments durch 
Bestrahlung wird sich also durch eine Zahl kleiner als 1 ausdriicken. 


Tabelle VI. 





Pu 65 6.6 7.0 7.5 
roebste:. Oh. oh | bestrahit . 2.15 1,42 1,46 1,45 
Verhiltnis 0»: 2° | onbestrahit . 1.70 1.97 178 1'37 
Quotient unbestrahlt/bestrahlt . . . 0,79 1,39 1,22 0,95 


In der Nahe des Maximums der fermentativen Wirksamkeit, also 
im neutralen Gebiet, liegt die gréBte Schaidigung entsprechend der 
Pincussenschen Feststellung: GréBte Schaidigung durch Bestrahlung 
beim pu der gréBten Wirksamkeit des Ferments. Im sauren und 
alkalischen Gebiet scheint dagegen, wie der Quotient < 1 zeigt, eine 
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Anregung des Ferments durch das Licht zu erfolgen, wenn auch diese 
Tatsache noch nicht absolut feststeht, da die Einzelwerte ziemlich 
schwanken. 


Einflu8 einer linger dauernden Bestrahlung mit sichtbarem Licht. 

Die Versuche wurden auf die gleiche Weise angestellt wie bei den 
eben beschriebenen Versuchen, nur daB die Bestrahlung eine Stunde 
wahrte. Die bei einigen Versuchen direkt gefundenen Methylenblau- 
mengen sind in Tabelle VII zusammengestellt. 

Von einer giinstigen Wirkung der Bestrahlung kann hierbei nicht 
die Rede sein, was noch deutlicher wird, wenn wir wieder wie bei den 
Versuchen mit kurz dauernder Bestrahlung die Verhaltnisse 0 : 2 Stunden 


Tabelle VII. Methylenblau in y. 





; Py = 6,6 Pu = 7,0 Pu = 7,7 
Zeit 2 spnubieaiatemmalimaniing — cestinatinmthaneetai ee : 
unbestrahlt bestrahlt unbestrahlt bestrahlt unbestrahlt bestrahlt 


0 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 

1 3634 36836 24 «24 28 | 28 28 28 36-86 

2 36 = 20 28 28 20 20 26 = 26 26 8626 32 82 
berechnen, aus diesen die Mittel ziehen und diese den entsprechenden 
Verhaltnissen bei den Versuchen mit der unbestrahlten Kontrollésung 
gegeniiberstellen (s. Tabelle VIII). In der letzten Reihe ist wieder 
der ,,Schaidigungsquotient’ angegeben. 


Tabelle VIII. 





Pu 6.6 7,0 7,7 

ie a as oe bestrahlt . . . 1,43 1,39 1,16 
h. 9h ° ’ ’ 

Verhaltnis 0b: 2 unbestrahlt . 1,97 1,78 1,57 


Quotient unbestrahlt/bestrahlt . . . 1,38 1,28 . 1,56 


Man ersieht aus der Tabelle VIII, die ahnlich wie Tabelle V1 nicht 
nur die Versuche aus Tabelle VII enthalt, daB die Schadigung des 
Ferments durch langdauernde Bestrahlung mit sichtbarem Licht bei 
pu = 7,7 ein Maximum hat. Bei demselben px liegt auch das zweite 
Maximum der Wirksamkeit des unbestrahlten Ferments. Dieses Maxi- 
mum unterliegt also auch dem Pincussenschen Schadigungsgesetz und 
kann daher als echtes Maximum des Ferments angesehen werden. Das 
Minimum des Schadigungsquotienten bei pu = 7,0 entspricht wohl 
dem Steilabfall der Wirksamkeitskurve (Abb. 1) bei pa = 7,0. 

Sieht man die Versuche mit kurz dauernder Bestrahlung mit sicht- 
barem Licht als beweiskraftig an, so wiirden diese Versuche mit lang 
dauernder Bestrahlung mit sichtbarem Licht wohl dahin zu deuten 
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sein, daB eine kurze Bestrahlung mit sichtbarem Licht in irgendeiner 
Weise anregend auf das Ferment wirkt, jedoch eine langere Dauer 
der Bestrahlung es schadigt. Dies scheint um so eher méglich, als die 
Schadigungsquotienten fiir po = 6,6 und 7,0 fiir die kurz- und lang- 
dauernde Bestrahlung fast gleich sind; s. hierzu Tabelle 1X, in welcher 
die Schaidigungsquotienten fiir lang- und kurzdauernde Bestrahlung 
mit sichtbarem Licht zusammengestellt sind. 


Tabelle IX. 





Pu 6.0 6,5 6,6 6.9 7,0 7,2 7,3 7,5 7,7 8.0 
1, Std. bestrahlt . . . — 0,79 1,39, — {1,222 — — 0,95) — — 
1 Std. bestrahlt . . . - — 1388 — 1,28 — — — | 1,36 


Fiir die Versuche mit ultraviolett bestrahltem Ferment hat es 
keinen Sinn, einen Schadigungsquotienten auszurechnen, da bei diesen 
Versuchen das Verhaltnis 0:2 Stunden, auBer fiir pa = 6,0, gleich 1 
ist, also fast vollkommene Schadigung vorliegt. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird in Ubereinstimmung mit friiheren Autoren festgestellt, 
daB die Wirksamkeit der Succinodehydrogenase auf das Redoxsystem: 
Bernsteinsaiure, Fumarsaure in Anwesenheit von Apfelsiure bei dem 
pu = 6,9 am starksten ist, daneben wird ein zweites Maximum der 
Wirksamkeit bei pu = 7,7 beobachtet. Das Ferment ist bei saurem 
pu im allgemeinen stabiler als bei alkalischem. 

2. Es wird festgestellt, daB durch eine viertelstiindige Bestrahlung 
mit ultraviolettem Licht die Succinodehydrogenase im Bereich von 
pu = 6,0 bis 8,0 stark geschadigt wird, bei saurem px jedoch nicht 
vollstandig. 

3. Es wird festgestellt, daB die Succinodehydrogenase durch 
einstiindige Bestrahlhing mit sichtbarem Licht geschadigt wird. Die 
Schadigung ist dem Pincussenschen Gesetz entsprechend bei den px 
am groBten, bei denen die Maxima der Wirksamkeit des Ferments 
liegen. Bei halbstiindiger Bestrahlung mit sichtbarem Licht scheint 
zunachst eine Anregung des Ferments zu erfolgen dahingehend, daB 
das bei schwach alkalischer und schwach saurer Reaktion bestrahlte 
Ferment wirksamer ist als das unbestrahlte bei gleicher Reaktion. 
Die schwankenden Werte machen jedoch diesen letzten SchluB nicht 
zwingend. 

Bei neutraler Reaktion wird das Ferment auch durch die kurz- 
dauernde Bestrahlung entsprechend dem Maximum der Wirksamkeit 
bei pa = 6.9 geschadigt. 

















wesw 














Vergleich der Wirkungen von MgCl, auf Atmungsgrébe 
und Kontraktilitit des Froschventrikels'. 


Von 
J. Leibowitz und A. Schweitzer. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der 
Universitat Kéln.) 


(Eingegangen am 17. Oktober 1930.) | 


In der Reihe der Untersuchungen iiber die Wirkung ein- und zwei- 
wertiger Kationen auf das Froschherz? beobachtete Bruno Kisch 
als besonders auffallige Erscheinung eine spezifische, saisonbedingte 
Mg-Wirkung auf die Kontraktilitat der Froschkammer*. Wahrend sémt- 
liche zweiwertige Kationen auf das Froschherz im allgemeinen im Sinne 
einer Kontraktilitatssteigerung wirkten, zeigte sich, dab Mg zu einer 
bestimmten Zeit (im Sommer) eine besonders ausgepragte kontraktions- 
hemmende Eigenschaft besitzt, die dann die kontraktionsférdernde 
Wirkung, wie sie seiner Erfahrung nach allen zweiwertigen Kationen 
zukommt, vollstandig iiberdeckt. Zur Zeit der starksten Mg-Empfind- 
lichkeit lieB sich eine deutliche negativ inotrope Wirkung auf die Frosch- 
herzkammer oft schon bei Konzentrationen von 0,001°,, MgCl, er- 
zielen, Konzentrationen von 0,01°, MgCl, brachten die Herzkammer 
fast vollstandig zum Stillstand. Ende des Sommers begann die Mg- 
Empfindlichkeit des Froschherzens abzunehmen und verschwand inner- 
halb weniger Wochen vollkommen. Besonders auffillig war Kisch, 
daB die Saisonempfindlichkeit des Froschherzens gegen Mg-Salze 


1 Zur Ausfiihrung der Arbeit ist ein von der Notgemeinschaft der 
Deutschen Wissenschaft zur Verfiigung gestelltes groBes Kymographion 
verwendet worden. 

2 Vgl. B. Kisch, Handb. d. norm. u. pathol. Physiol. VII, 1, 


712, 1927. 
Julius Springer; Zeitschr. f. Kreislaufforsch. 19, 657, 1927; 22, 345, 


1930. 


3 Derselbe, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 137, 116, 1928; Klin. 
Wochenschr. 7, 2380, 1928. 
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einer zur selben Zeit feststellbaren und spater wieder schwindenden 
Uberempfindlichkeit dieses Objektes gegen Sauerstoffmangel parallel 
ging und daB zwischen beiden Wirkungen ein deutlicher Synergismus 
nachzuweisen war. Bruno Kisch vermutete bereits, daB zwischen 
diesen beiden Erscheinungen ein urséchlicher Zusammenhang bestehen 
diirfte. Was die Magnesiumwirkung betrifft, so ware vorstellbar, daB 
Mg entweder das Sauerstoffbedtirfnis des Gewebes steigert, so dab 
bei gleichbleibender Sauerstoffzufuhr Erstickungserscheinungen auf- 
treten, oder aber dab Mg direkt die Atmungsfahigkeit des Gewebes 
herabsetzt. Deshalb wurden die Untersuchungen tiber die Mg-Wirkung 
weiter fortgesetzt. Ein direkter Hinweis auf die Beeinflussung der 
Atmungsgr6Be isolierten Gewebes durch Mg-Salze ergaben zunichst 
die im hiesigen Laboratorium ausgefiihrten Untersuchungen von 
J. Leibowitz'. Es konnte durch sie gezeigt werden, da minimale 
Mg-Konzentrationen (0,002 bis 0,01°, MgCl,) die Atmung des in 
normaler Ringerlésung suspendierten, also mit Ca und K_ optimal 
versorgten Nierengewebes von Séugetieren deutlich fordern. Es erschien 
deshalb nétig, am Froschherzen selbst nachzupriifen, ob und in welchem 
Sinne eine Beeinflussung der Gewebsatmung durch Mg-Salze zu ver- 
schiedenen Jahreszeiten nachweisbar ist und ob ein Zusammenhang 
zwischen Beeinflussung der Kontraktilitat und der Atmungsfahigkeit 
der Herzmuskulatur durch Mg-Salze im Sommer besteht. 


Methodik. 


Es wurden zu gleicher Zeit an verschiedenen ganz gleichartig ge- 
haltenen Tieren desselben Fanges Durchstr6mungsversuche am in situ 
schlagenden Froschherzen mit Mg-freier und Mg-haltiger Nahrlésung und 
Atmungsversuche an Herzschnitten in den gleichen Nahrlésungen aus- 
getiihrt. Beziiglich der Methodik der Durchstré6mungsversuche verweisen 
wir auf die Arbeit von B. Kisch (a.a.O.). Als normale Naihrlésung ver- 
wendeten wir die von B. Kisch (a. a. O.) fiir Untersuchungen an Sommer- 
fréschen benutzte Ringerlésung von mittlerem Ca- und niedrigem K-Gehalt. 
Zusammensetzung: 0,65 % NaCl, 0,02 % CaCl, 0,002 % KCI, 0,1 % NaHCOs,, 
0,005 % NaH,PO,:; pu 7,7 bis 7,8. 

Die Atmungsversuche wurden an diinnen Schnitten von Herzmuskulatur 
nach der manometrischen Methode von O. Warburg? ausgefiihrt. Wir 
iiberzeugten uns durch Vorversuche, da8 die diinne Muskulatur des Vorhofs 
eine so geringe AtmungsgréBe besitzt, daB zuverlissige vergleichende 
Bestimmungen an Tieren der uns zur Verfiigung stehenden GréBe schwer 
ausgefiihit werden konnten. Wir waren deshalb aut das Arbeiten mit der 
starker atmenden Ventrikelmuskulatur angewiesen und dies um so mehr, 
als nach den Beobachtungen von B. Kisch sich die Saisoniiberempftindlich- 


1 Diese Zeitschr. 226, 338, 1930. 
* Warburg, Der Stoffwechsel der Tumoren. Berlin, Verlag J. Springer, 
1928. 
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keit des Froschherzens gegen Mg-Salze vorwiegend an der Kammer fest - 
stellen laBt. Die befriedigende Ubereinstimmung unserer Parallelversuche 
zeigt, daB es uns gelungen ist, mit dem Rasiermesser geniigend diinne 
Ventrikelschnitte herzustellen. Wie zu erwarten, atmeten die Schnitte 
in Froschringer (F-R) besser als in der normalen Ringerlésung Warburgs 
(N-R), die dem Siéugerserum angepaBt ist. 

Die Versuche wurden sowohl im Hochsommer (Juni) zur Zeit der 
héchsten Mg-Emptindlichkeit des Froschherzens als auch im Spatsommer 
und Friihherbst (August, September) zur Zeit des allmablichen Abklingens 
der Mg-Empfindlichkeit ausgefiihrt. Der letztere Zeitabschnitt abnehmender 
Mg-Empfindlichkeit ist besonders geeignet zur Priifung der Frage, ob 
dem EintluB8 des Mg auf die Herzkontraktilitat ein EintluB auf die Atmungs- 
gréBe parallel geht. Es sei noch bemerkt, da® im Jahre 1930 die Empfind- 
lichkeitsperiode des Froschherzeus gegen Mg sich um etwa 6 Wochen 
gegentiber den Beobachtungen von B. Kisch im Jahre 1928 verschoben hat. 
Sie dauerte 1928 von Ende Mai bis Mitte Juli, in diesem Jahre haben wir 
den Beginn nicht ermittelt, die Mg-Empfindlichkeit nahm aber erst Ende 
August ab und war Anfang September sehr gering, wenn auch noch nicht 
ganz verschwunden. 


Die in Tabelle | zusammengestellten Versuchsergebnisse lassen 
einen eindeutigen SchluB zu. In der Zeit der groben Mg-Empfindlichkeit 
geht die Hemmung der Atmung der Herzmuskulatur der negativ 
inotropen Wirkung gleicher Mg-Dosen parallel, d.h. Dosen, die eben 
atmungshemmend wirken, sind auch die kontraktilitatshemmenden 
Grenzkonzentrationen. Ende Juni wirkte z. B. in einem Falle 0,002 °,, 
MgCl,, in anderen Fallen 0,005 bis 0,01°,, MgCl,, deutlich atmungs- 
hemmend. Mitte August beginnt die Atmungshemmung durch MgCl, 
erst bei Konzentrationen von 0,01 bis 0,02°,. Die durch die gleichen 
Konzentrationen um diese Zeit bedingte negative Inotropie ist sehr 
deutlich, schon bei 0,005°., MgCl, ist sie merklich. Ende August lieBen 
sich deutliche Atmungshemmungen erst bei Konzentrationen von 
0,04°,, MgCl, erzielen. Gleichzeitig hatte auch die Beeinflubbarkeit 
der Kontraktilitat durch MgCl, so abgenommen, daB erst eine Kon- 
zentration von 0,02 bis 0,04°,, MgCl, negativ inotrop wirkte. Mitte 
September traten die ersten inotropen Hemmungswirkungen am 
schlagenden Herzen bei MgCl,-Konzentrationen von 0,06 °., auf; gleich- 
zeitig erwies sich die Atmung der Herzschnitte refraktar gegen Mg Cl,- 
Konzentrationen bis 0,05°,, und wurde erst von 0,07 bis 0,08°,, MgCl, 
deutlich gehemmt. 


Es blieb schlieBlich noch zu untersuchen, ob die atmungshemmende 
Wirkung von MgCl, auf die Froschkammer fiir dieses Organ spezifisch 
ist. Tabelle II] zeigt, daB an der Froschleber analoge Effekte nicht 
zu erzielen waren, eher scheint hier bei geringen MgCl,-Zusitzen eine 
geringe atmungssteigernde Wirkung aufzutreten, entsprechend den 


” 


friiheren Beobachtungen am Saugetier. Es entspricht dieser Feststellung 
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auch die von B. Kisch gemachte Beobachtung, dab bei Fréschen, deren 
Kammer sehr Mg-empfindlich war, dies beim Vorhof in viel geringerem 
Grade der Fall und bei der Kérpermuskulatur nicht nachweisbar war. 


Zusam mentassung. 

Zur Zeit des Abklingens der Saisoniiberempfindlichkeit des Frosch- 
herzens gegeniiber Mg-Salzen laBt sich zeigen, daB die allmahlich ab- 
nehmende kontraktilitatshemmende Wirkung der Mg-Salze_ ihrer 
gewebsatmungshemmenden Wirkung parallel geht. 

Die oxydationshemmende Wirkung kleiner Mg-Dosen lie’ sich 
im Sommer wohl an Herzgewebe, aber nicht an Lebergewebe nachweisen. 
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Gleichgewichte zwischen Eieralbumin, Calcium- 
und Kalium-Salzen. 


Von 


M. Giuffré (Rom). 
(Aus dem Institut fiir Kolloidforschung zu Frankfurt a. M.) 


(Eingegangen am 17. Oktober 1930.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


Die Bedeutung der Calcium- und Kaliumionen fiir den lebenden 
Organismus ist zu bekannt, als dab ich hier die Literatur anzufiihren 
brauchte. Zwischen den beiden Ionen besteht biologisch ein Anta- 
gonismus. 

So setzen Ca-lonen die Erregbarkeit herab, waihrend K-lonen sie in 
kleinen Mengen steigern (Handovsky'). Im vegetativen Nervensystem 
wirken Ca-Ionen auf den Vagusanteil, K-lonen auf den Sympathicus- 
anteil erregend (Leites?). Kalium hemmt die Wirkungen des Adrenalins, 
Calcium hingegen steigert dieselben. Durch K wird die Kontraktion des 
Uterus erregt, durch Ca gelihmt. Die Senkung des Ca-Spiegels wird unter 
physiologischen Bedingungen durch die Erhéhung des K-Spiegels kom- 
pensiert (z.B. im Verlaut der Schwangerschaft) (Spiegler und Schol?). 
Zur Erklarung des antagonistischen Einflusses von Ca- und K-Ver- 
bindungen auf biologische Prozesse nimmt man eine Wechselwirkung 
von Ca und K auf die EiweiBkérper an. Schon im Jahre 1910 haben Rona 
und Takahashi® gezeigt, daB 31 bis 43% des gesamten Ca des Blutserums 
nicht diffusibel und wahrscheinlich in Form von EiweiB-Calciumverbindung 
vorhanden ist. Fiir den Anteil an ionisiertem Ca im Serum besteht jedoch 
keine Ubereinstimmung. 

Hertz® fand im Kindesalter 4,4 bis 5,0 mg, Nitschke? fand 8 mg; Brink- 
mann und van Dam® 2,0 bis 2,5 mg; Rodecurt und Mitarbeiter® 9,67 mg 
ionisiertes Ca pro 100 ccm Serum. 


Klin. Wochenschr. 4, 23. 

Diese Zeitschr. 166, 47, 1925. 

Arch. Gynak. 135, 461, 1929. 

C. r. Soe. Biol. Paris 100, 894, 1929. 
Diese Zeitschr. 30, 90, 1910; 31, 336, 1911. 
Zeitschr. f. Kinderheilkde. 47, 215, 1929. 
Diese Zeitschr. 174, 287, 1926. 

Chem. Zentralbl]. 2, 615, 1920. 

Zeitschr. f. Geb. u. Gyn. 94, 3, 1929. 


eens ewe wo we 

















M. Giuffré: Gleichgewichte zwischen Eieralbumin usw. 297 


Wahrend der gesamte K-Gehalt des Blutserums itbereinstimmend 
mit durchschnittlich 20 mg auf 100cem Blutserum angenommen 
werden darf, liegen keine sicheren Angaben iiber den ionisierten Anteil 
des K vor. 

Man hat versucht, die Frage der Wechselwirkung zwischen Proteinen 
und Metallen im Blut durch das Studium von Eiweib-Metallsalzmischungen 
zu lésen. Insbesondere durch die Untersuchungen von Pauli und seinen 
Mitarbeitern wurde die Existenz von SalzeiweiBbindungen sehr wahr- 
scheinlich gemacht. Spater haben Manabe und Matula' sowie Pauli und 
Oryng* eine Chlorautnahme aus wasserigen Kaliumchloridlésungen durch 
amphoteres Eiweif elektrometrisch nachgewiesen. Pauli und Stenzinger® 
fanden, daB die Léslichkeit schwerléslicher Kalksalze (CaSO,, CaCO,) 
durch EiweiBkérper bedeutend erhéht wird. Sie glauben diese Erscheinung 
mit der Bildung polyvalenter Zwitterionen der Proteine erkliren zu kénnen 
(vgl. auch Northrap und Kunitz). 

Das Ziel meiner Arbeit war, unter mdglichst einfachen und exakten 
Bedingungen die Bindungsverhadltnisse zwischen Albumin und Calcium- 
sowie Kaliumsalzen zu untersuchen. Ich ging aus von Kieralbumin- 
lésung, gereinigt durch Elektro-Ultrafiltration, welche von Bechhold® 
und Heymann und Oppenheimer® schon fiir das Studium des Gleich- 
gewichts zwischen Albumin und einigen Schwermétallen (Ag NO,, 
FeCl,, HAuCl,) angewandt worden ist. 

Diese Methode gibt Auskunft tiber die Menge des von dem be- 
treffenden Protein gebundenen Salzes bzw. der in der intermicellaren 
Flissigkeit verbliebenen Salzmenge. Sie verdient fiir unsere Frage- 
stellung den Vorzug vor potentiometrischen Messungen, welche nicht 
nur die Menge der in der intermicellaren Fliissigkeit befindlichen freien 
Metallionen, sondern auch die aus einer eventuellen Metall-Eiweib- 
verbindung abdissoziierten lonen bestimmt. 

Ich verwendete in der Hauptsache Caleiumchlorid und Kalium- 
chlorid. Um den EinfluB des Anions festzustellen, habe ich auch 
Calciumrhodanid und Calciumsulfat herangezogen, da von dem Rhodanid- 
und Sulfation einander entgegengesetzte lyvotrope Wirkungen erwartet 
werden durften. 

Eine klare Salzalbuminmischung wird ultrafiltriert; die Differenz 
zwischen der Salzkonzentration in der Mischung und derjenigen in 
der intermicellaren ultrafiltrierten Fliissigkeit entspricht dann der 
von Albumin gebundenen Salzmenge. 


! Diese Zeitschr. 52, 269, 1913. 

2 Ebendaselbst 70, 368, 1915. 

3 Ebendaselbst 205, 71, 1929. 

* Journ. of gen. Physiol. 9, 351ff., 1926. 
§ Diese Zeitschr. 199, 451, 1928. 

® Ebendaselbst 199, 468, 1928. 
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Um eine gréBere Verschiebung des urspriinglichen Gleichgewichts 
zwischen Salz und Albumin zu vermeiden, welche durch die Erhéhung 
der Albuminkonzentration bei der Ultrafiltration eintritt, ist es not- 
wendig, eine nur geringe Fliissigkeitsmenge von einer groBen Mischungs- 
menge zu ultrafiltrieren (Differentialultrafiltration). 


Experimenteller Teil. 

Herstellung des aschefreien Alhbumins und der Salzmischungen. 

Als Ausgangsmaterial diente .,albumen ex ovis siccum* (Merck): 
100 bis 120g Albumin wurden in 500cem Wasser gelést, indem man es 
einen Tag im Kiihlschrank stehen lieB. Dann wurde auf 2 Liter mit 
Wasser aufgefiillt, dabei fallt ein Teil des Ovoglobulins aus. Die so 
erhaltene Lésung wurde durch Papier filtriert und dann durch Elektro- 
ultrafiltration gereinigt, um die Salze zu entfernen, wobei ein Teil des 
Ovoglobulins ausfiel. Obwohl von dem gleichen Albumin ausgegangen 
und nach gleichen Methoden behandelt wurde, erwiesen sich die ge- 
wonnenen Produkte nicht als identisch; wir bezeichnen deshalb die 
beiden Praparate als Albumin | und Albumin II. 

Die Apparatur war dieselbe, welche Heymann und Oppenheimer 
(l. c. S. 297)! beschrieben haben. 

Albumin I. Die Stromstarke, die anfangs 0,60 Amp. bei 70 Volt 
Spannung betrug, erreichte den niedrigsten Punkt (6 Milliamp. bei 
110 Volt) nach ungefahr 43 Stunden. Zum SchluB betrug das pu der 
Albuminlésung 4,95. Bei Hinzufiigung von NH, erhielt man ein px 
von 5,40 (isoelektrischer Punkt des Ovoglobulins), dabei fiel der gréBte 
Teil des noch vorhandenen wasserunléslichen Ovoglobulins aus. 


Nun wiederholte man die Elektroultrafiltration der Albuminlésung, 
die Stromstirke sank dabei von 60 mA auf ein Minimum von 6 mA 
bei 110 Volt in ungefaihr 7 Stunden. Das px sank zum SchluB auf 
5,03, der Albumingehalt auf 3,026 °,. 

Albumin II. Die Stromstarke erreichte nach ungefahr 27 Stunden 
ein Minimum von 10 mA. Das pu war 6,46. Um den isoelektrischen 
Punkt des Globulins zu erhalten, fiigte man eine geringe Menge von HCI 
hinzu: man erreichte damit ein pu von 5,45. Man wiederholte darauf 
die Elektroultrafiltration, dabei sank die Stromstarke, die anfangs 
0,22 Amp. betrug, nach ungefihr 16 Stunden auf ein Minimum von 


“— 


8 mA. Das pu war 5,45, der Albumingehalt 4,692 °,. 


42 Tage spiter wurde wieder der Albumingehalt bestimmt; der 
Wert war unverandert. Der Aschegehalt betrug 0,202°,, das pu war 
auf 6,41 gestiegen, obwohl die Lésung stets im Kiihlschrank aufbewahrt 
wurde und klar und geruchlos blieb. 
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In den vorliegenden Versuchen habe ich immer eine Albuminlésung 
von 2°, gebraucht, indem die urspriingliche Lésung entsprechend 
verdinnt wurde. 

In Vorversuchen wurde gepriift, 06 durch das Hinzufiigen der 
Salze zu dem Albumin keine Flockung entsteht. Mischungen von 
gleichen Teilen 2°,iger Albuminlésung und von Salzlésungen [CaCl,, 
Ca(CSN), und von CaSO, (soweit léslich) bzw. KCI] in Konzentra- 
tionen von n/1000 bis 2n wiesen auch nach einigen Stunden keine 
Flockenbildung auf. Nur in der Mischung von Albumin + n/1000 Salz 
und in dem Kontrollrohr von Albumin + H,O wurde eine geringe 
Opaleszenz beobachtet, die durch Spuren wasserunléslichen Globulins 


bedingt war. 


Die Differentialultrafiltration. 
a) Salzkonzentration > n/10. 

50 cem 2°, iges Albumin werden mit 50 cem einer Salzl6sung von 
bestimmter Konzentration gemischt. Die Zahlen fiir die Salzkonzentra- 
tionen sind in den Tabellen stets in Milliiquivalenten ausgedriickt. 
Stets wurde von 2°, iger Albuminlésung ausgegangen. Nach ungefahr 
einer halben Stunde gieBt man ein Drittel dieser Mischung in einen Ultra- 
filtertiegel (nach Bechhold und Kénig), der 30 bis 35 cem faBt und mit 
einer Ultrafiltermembran aus 10° iger Eisessigkollodiumlésung iiber- 
zogen ist. Man filtriert zuerst 15 cem, um die Tiegelmasse und die Mem- 
bran mit der intermicellaren Fliissigkeit zu saéttigen. Die im Tiegel ge- 
bliebene Lésung wird weggegossen und der Tiegel mit neuer Mischung 
von Albumin und Salzlésung gefiillt, von der 2,5cem ultrafiltriert werden. 
Die im Tiegel verbliebene Lésung wird abgegossen, der Tiegel mit neuer 
Flissigkeit gefiillt, und von dieser werden wieder 2,5 ccm ultrafiltriert. 
Auf diese Weise vermeidet man eine starkere Gleichgewichtsverschiebung 
in der Mischung. Wahrend der Ultrafiltration wird die Mischung im 
Tiegel gerithrt. Die beiden Filtrate von je 2,5 cem dienten zur Analyse. 


b) Salzkonzentration < n/10. 

Hier wird die Technik wie folgt geaindert: Die Mischungsmenge 
betragt 300cem und die Ultrafiltration wird in Ultrafilterschalen 
von 100ccm Inhalt ausgefiihrt, da man eine gréBere Filtratmenge 
fiir die Ca- und K-Bestimmung braucht. Zuerst filtriert man 25 ccm, 
um das Ultrafilter zu sattigen; der auf dem Filter verbliebende Rest 
von 75cem wird abgegossen. Von den nachsten 100 cem Albumin- 
Salzlésung werden 12 ccm abfiltriert, der im Filter verbleibende Rest 
von 88 ccm wieder abgegossen. Die letzten 100 com werden in gleicher 
Weise behandelt und die beiden Filtrate von je 12 cem analysiert. 
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Albumin und Ca. 
Die Ca-Bestimmung. 

Zahlreiche Kontrollversuche tiberzeugten mich, dab die Methode 
von Kramer und Tisdall' zur Bestimmung des Ca in geringen Blut- 
mengen (1 cem) fiir meine Zwecke geeigneter war als die Makromethoden 
der analytischen Chemie (titrimetrische und gravimetrische Methode). 
Sie ist auBerdem bedeutend einfacher als die anderen minimetrischen 
Methoden (De Waard?, Clark). 

Man fillt 2cem Fliissigkeit in ein Zentrifugenrohr, gieBt dann 
2ccm einer gesattigten Lésung Ammonoxalat hinzu und vermischt. 
Nach mindestens 2 Stunden werden 2ccm Wasser beigefiigt und 
20 Minuten zentrifugiert, bis die tiberstehende Fliissigkeit ganz klar 
ist. Dann pipettiert man die tiberstehende Fliissigkeit ab und der Nieder- 
schlag wird mit 6ccem einer 2°, igen Ammoniaklésung ausgewaschen. 
Zentrifugieren und Auswaschen wird zweimal wiederholt. Der Nieder- 
schlag wird mit 1 ccm einer 4 n H,SO,-Losung aufgelést ; man erwarmt 
im Wasserbad und titriert mit 0,005 n Permanganatlésung aus einer 
Mikrobirette. Fiir andere Ca-Konzentrationen wird die Menge an 
Reagens entsprechend umgerechnet. 


Ergebnisse. 

In Tabelle ] und den Abb. 1 und 2 sind die erhaltenen Werte 
(fiir Albuminlésung 1) dargestellt, aus denen hervorgeht, daB die Bindung 
von Albumin und Calcium bis zu einer CaCl,-Konzentration von 
500 Millidquivalenten auf 100 g Albumin keinen Sattigungswert erreicht. 
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Abb. 1 
Aussehnitt aus Abb. 2 in zehufach vergrifertem Mafstab der Abszisse, fiir das 
Abszissenbereich 0 bis 50. 


Die mit der Albuminlésung Il ausgefiihrten Untersuchungen 
finden sich in der Tabelle I] und auf Abb. 3. Daraus geht hervor, dab 


1 Journ. of biol. Chem. 47, 475, 1921. 
2 Diese Zeitschr. 87. 186, 1919. 
3 Journ. of biol. Chem. 49, 486, 1921. 
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die von Albumin If gebundene Calciumchloridmenge erheblich geringer 
ist als die von Albumin |. Wahrend der Untersuchung (20 Tage) war 
der Albumingehalt der Losung I] unverandert geblieben, das pu dagegen 
von 5,45 auf 6,41 gestiegen. Ein Sattigungswert wurde ebensowenig 
wie bei Albumin I erreicht. 
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Der Unterschied in der Ca-Bindung von Albumin I und Albumin II, 
die verschiedenes py aufwiesen, veranlaBte uns, den Hinflup des pa 
auf die Albumin-Ca-Bindung festzustellen. Ich brachte eine Probe 
von Albumin II durch etwas HCl auf ein pa von 4,91 und wiederholte 
damit den Versuch 4 (Tabelle IT). Man sieht aus den Versuchen 4 und 5 
daB das verschiedene Verhalten der Albuminlésungen I und Il nicht 
durch das abweichende py erklart werden kann. 


Ich konnte eine interessante Beobachtung machen, als ich gleiche 
Mengen von Albuminlésung und n- bzw. 2 n CaCl,-Lésung (d. h. 5000 
bzw. 10000 Milliaquivalente Ca auf 100 g Albumin) mischte. Albumin I 
gab dabei Bindungswerte, die auf der extrapolierten parabolischen 
Kurve (Abb. 2) oder noch héher lagen (nicht aufgenommen, da sie 
nicht wiederholt werden konnten). Dagegen zeigte Albumin IJ in der 
ultrafiltrierten intermicellaren Fliissigkeit einen gréBeren Gehalt an 
CaCl, als in der Mischlésung. 
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Abb. 3. 
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Die Ergebnisse zeigt Tabelle II. 

Ich hatte dann den Verdacht, daB dieses Ergebnis von der Methode 
der Ca-Bestimmung abhingig sei. Der Zusatz einer stark konzen- 
trierten CaCl,-Lésung (n, 2 n) zu einer Albuminlésung konnte vielleicht 
einen Abbau des Albumins hervorrufen, und die Komplexe der Abbau- 
produkte + Salz konnten durch das Ultrafilter gehen und bei der 
titrimetrischen Bestimmung Permanganatlésung reduzieren, daher 
zu hohen Ca-Gehalt vortauschen. Zur Wiederholung benutzte ich daher 
die gravimetrische Methode (Veraschung und Bestimmung des Ca als 
CaSQO,). Wie Tabelle III, Versuch 5 zeigt, ist dieser Effekt unabhangig 
von der Bestimmungsmethode. 


Tabelle Il]. 





é Theoretische Gefundene Gefundene Gefundene Konzen- 
Ver- Konzentration in der Konzentration in Konzentration in tration des im Tiegel 
such Mischung. der Mischung. dem Filtrat. bleibenden Riickstan- 

Milliiquivalent pro Millid#quivalent pro Milliiquivalent pro des. Milliiiquivalent 

Nr. 100g Albumin 100 g Albumin 100 ¢ Albumin pro 100g Albumin 

1 CaCl, : 5090 5 125 5 285 

2 CaCl,: 5000 5110 5 290 

3 CaCl, : 10.0090 10 190 10 600 

4 Ca(SCN),: 5000 5109 5 490 

5 CaCl, : 5000 4950 5 880 

6 CaCl, : 5090 4 940 5 240 4520 * 

7 KCl: 5090 5.090 5 180 

8 KCl: 5000 5.020 5 300 

9 KCl: 10.009 9 980 1 061 


* Tiegelinhalt 30cem; Filtrat 9cem; Riickstand 21 cem 


Ich habe darauf den Versuch wiederholt und auch den nach der 
Ultrafiltration im Tiegel bleibenden Riickstand untersucht (Tabelle LI, 
Versuch 6). Die urspriingliche Lésung ist also wihrend der Ultra- 
filtration an Ca verdiinnt worden, und zwar hat sie gerade soviel 
Ca verloren, als das Filtrat gewonnen hat. 

Dieselbe Erscheinung zeigte auch eine Lésung von n/l Ca(SCN), 
und n/1 KCl und 2n KCl (Tabelle III, Versuche 7, 8, 9) bei Albumin IT. 


Um den EinfluB festzustellen, den das Anion Cl auf die Bindung 
Albumin—-Calcium ausiibt, habe ich mit derselben Technik und mit 


demselben Albumin IT die Bindung Albumin + Ca(SCN), und Albumin 
+ CaSO, untersucht. Tabelle Il und Abb. 3 zeigen die Resultate. Man 
sieht, daB die Bindung in der Reihenfolge Ca(SCN), <— CaCl, << CaSO, 
zunimmt. 
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Albumin und Kalium. 
Technik der K-Bestimmung. 


Ich habe mit einigen Abinderungen die von Kramer und Tisdall! 
vorgeschlagene Methode angewandt. Sie sei hier fiir 2 ccm einer etwa 
n/100 konzentrierten Lésung beschrieben. Zu 2 com Versuchsfliissigkeit 
fiigt man in einem Zentrifugenrohr langsam 2 ccm Natrium-Kobalt- 
Nitrit-Reagens hinzu und riihrt um. Nach 45 bis 60 Minuten werden 
2cem Wasser hinzugegeben und dann eine halbe Stunde zentrifugiert 
Man entfernt die tiberstehende Fliissigkeit, welche vollkommen klar 
sein muB, gibt zum Riickstand 6 ccm H,O, mischt und zentrifugiert ; 
dies wiederholt man noch zweimal. Zum Riickstand wird ein Uber- 
schuB von 0,01 n Kaliumpermanganatlésung (6 ccm aus einer Biirette 
gemessen) und dann 2ccm 4n H,SO,-Lésung zugefiigt, mit einem 
Glasstabchen aufgeriihrt und 1!., Minuten in siedendes Wasserbad 
gestellt, wobei die Permanganatfarbe nicht vollig verschwinden darf. 
(In diesem Falle muB man noch etwas Permanganat hinzufiigen und 
noch eine halbe Minute erhitzen.) Man gibt 3 cem n/100 Oxalsaure- 
lésung hinzu, so daB die Fliissigkeit farblos wird. Dann gibt man aus 
einer Biirette so viel PermanganatlOsung hinzu, bis eine Rosafarbung 
auftritt. Die Rechnung ist folgende: Durch Multiplikation der ver- 
brauchten Kubikzentimeter n/100 Permanganatlésung (abzitiglich der 
zugegebenen Oxalsiuremenge) mit 0,071 erhalt man die Milligramm 
Kalium. 


Es hat sich dabei folgende, von Kramer und Tisdall nicht erwahnte 
MaBregel als nétig erwiesen: Nach dem Hinzufiigen des Kobaltnitrit- 
reagenzes muB die Kristallisation der schwerléslichen Kaliumverbindung 
durch Reiben mit einem Glasstab eingeleitet und vervollstdindigt werden, 
da sonst viel zu niedrige Werte gefunden werden. 


Ergebnisse. 
In der Tabelle [V und in Abb. 4 und 5 sind die Ergebnisse dar- 
gestellt. Sie sind mit A]}bumin II erhalten. 











Abb. 4 
Ausschnitt aus Abb. 5 in zehnfach vergrifbertem Mafistab der Abszisse fiir das 
Abszissenbereich 0 bis 50. 


Journ. of biol. Chem. 46, 339, 1921. 
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Von Kalium werden also weniger Aquivalente als von Calcium 
gebunden. Der Kurvenverlauj ist aber der gleiche. Dabei kénnen 
Versuche mit n L6sung und noch héheren Konzentrationen ebenso 
wie bei Ca nicht mit in Betracht gezogen werden, weil hier der schon 
erwahnte Effekt eintritt, dab das Ultrafiltrat mehr Salz enthalt als die 
Mischung (‘Tabelle III). 
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Abb. 5. 


Albumin — (K Ca). 


Es wurden zwei Versuche mit Albumin IT gemacht. EKinmal wurden 
gemischt 50cem Albuminlésung + 25cem 0,006 n CaCl, + 25 cem 
0,006 n KCl-Lésung: in einem anderen Versuch bestand die Mischung 
aus 50cem Albuminlésung + 25cem 0,02 n CaCl, + 25cem 0,02 n 
KCl-Lésung. Dem entsprechen in der Mischung auf 100g Albumin 
je 15 Miillaquivalente Ca und K bzw. 50 Milliaquivalente Ca und K. 
Die Ergebnisse sind in der Tabelle V und in Abb. 6 dargestellt. 


Tabelle V. Bindung von Ca und K an Albumin Il. 





Versuch Zu 100g Albumin gleichzeitig Von 100g Albumin gebundene Millidquivalente 
zugefiigte Millitiquivalente . ae 
Nr. CaCl, und KCl Ca K 
1 15 5.48 2,83 
2 50 5,99 6.47 


Abb. 6. 





Die obere CaCl .-Kurve und 
die mitilere KCl -Kurve 
stellen die Bindung von Ca 
bzw. K an Albumin dar, 
aus einer CaCly- bzw, K Cl- 
Lésung. Die unteren 
CaClg- und KCl - Kurven 
stellen die Bindung von Ca 
bzw. K an Albumin dar, aus 
einer CaCl, + KCl-Lésung. 
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In Abb. 6 sind auBer dem aus Tabelle V erhaltenen Kurvenpaar 
die schon friiher erhaltenen Kurven (Abb. 3 und 4) zum Vergleich noch 
einmal wiedergegeben. Daraus geht hervor, dab bei gleichzeitiger 
Anwesenheit von CaCl, und KCl beide Salze unabhdngig voneinander 
additiv gebunden werden, d. h. jedes einzelne so, als ob das andere nicht 
da ware. 

Diskussion der Ergebnisse. 

Wenn man die vorliegenden Ergebnisse vergleicht mit den von 
Heymann und Oppenheimer bei dem Studium des Gleichgewichts 
zwischen Albumin und AgNO,, FeCl,, HAuCl, gefundenen, so ergibt 
sich folgendes: Die von mir erhaltenen Kurven zeigen einen ahnlichen 
Verlauf wie die von Heymann und Oppenheimer erhaltenen; aber ein 
wichtiger Unterschied ist, daB in meinen Kurven kein Anzeichen 
eines Sattigungswertes zu finden ist. Vielleicht ist das Auftreten eines 
Sattigungswertes nur bei solchen Metallen zu erwarten, deren Salze 
bei héheren Konzentrationen EiweiSlésungen flocken, was bei Ag-, 
Fe- und Au-Salzen der Fall ist. Hingegen flocken K- und Ca-Salze 
selbst in gesaéttigter Lésung Eiweiblosungen nicht. 

Die Kurven, welche mit den verschiedenen Ca- und K-Salzen erhalten 
wurden, sind untereinander dhnlich und besitzen keinen Knickpunkt. 

Aus der Form unserer Kurven at sich folgern, daB eine definierte, 
wenig dissoziierbare Verbindung von Albumin und Metallsalz nicht 
vorliegen kann. Dagegen laéBt sich nicht entscheiden zwischen Ad- 
sorption und einer lockeren chemischen Bindung, bei der je nach der 
Salzkonzentration eine gréBere oder geringere Zah] aktiver Gruppen 
des Albumins an der Reaktion teilnehmen. 

Es liegen jedoch einige Beobachtungen vor, die mehr noch als die 
Ergebnisse von Heymann und Oppenheimer auf eine rein adsorptive 
Bindung hinweisen. Das ist einmal das Fehlen einer Sattigungsgrenze, 
selbst bei viel héheren Salzkonzentrationen, als sie von Heymann und 
Oppenheimer angewendet werden konnten; dann der AnioneneinfluB 
auf die Bindungsverhaltnisse, der ganz den lyotropen Reihen folgt. 

Die beobachtete Erscheinung, daB bei dem Albumin II im Ultra- 
filtrat die K- und Ca-Konzentration stets gréBer gefunden wurde 
als in der Albumin-Salzmischung, wenn die Salzkonzentration in dieser 
Mischung mindestens 5000 Milliaquivalente pro 100 g Albumin betragt, 
laBt sich bisher nicht erklaren. 

Auffallend ist es, daB die Bindungsfahigkeit des Albumins I und IT 
fiir K und Ca sehr erheblich voneinander abweicht, obwohl beide Albumine 
aus demselben Rohstoff durch praktisch dieselbe Vorbehandlung 
gewonnen waren. Man kénnte zunachst vielleicht daran denken, dab 
diese Verschiedenheit durch die Anwesenheit geringer Mengen von 
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Zersetzungsprodukten des EiweiBes zu erkhiren ist, wie ja auch Freuden- 
berg und Gyérgy' gefunden hatten, dab EKiweibabbauprodukte die 
Bindung von Ca an Knorpel hemmen. 

Ein Vergleich der quantitativen Ergebnisse mit denen von Hey- 
mann und Oppenheimer zeigt, daB z. B. bei einem Mischungsverhaltnis 
von 20 Milliaquivalenten Salz auf 100g Albumin gebunden werden: 


Ca aus CaCl,- Lésung etwa 5,5 Milliaquivalente 


K , KCl,- - Ey 3,8 ” 
Ag ., AgNOs- = os & 
Fe ,, FeCl,- = :. = 
Au ,, HAuCh- — ,, ~ = 


Berechnet man die vom Eiwei gebundene Ca-Menge bei einem 
Mischungsverhaltnis, das dem des Blutes entspricht, so ergeben sich 
nach meinen Versuchen bei einer Calciumkonzentration von 6,25 Milli- 
aquivalenten Ca pro 100g Albumin (dieselben Verhaltnisse wie im 
Blutserum) 3,5 Millidquivalente Ca, d.h. es sind etwa 56°,, gebunden. 
Dieser Wert ist etwas gréBer als der, welcher sich aus den Versuchen 
von Rona und Takahashi (1. c.) ergibt. Dieselbe Berechnung, fiir Kalium 
durchgefiihrt, ergibt bei einer Kaliumkonzentration von 12,50 Milli- 
aquivalenten pro 100 g Albumin (dieselben Verhaltnisse wie im Blut) 
2,4 Milliaquivalente, d.h. etwa 19°, gebundenes K. 


In meinen Versuchen, bei gleichzeitiger Anwesenheit von Ca 
und K in der Mischung, wurden die beiden Kationen additiv gebunden, 
d.h. es zeigte sich kein Antagonismus. Hingegen haben Pauli und 
Handowsky* bei der Koagulation von Proteinen durch gleichzeitige 
Kinwirkung von einwertigen und zweiwertigen Kationen einen Anta- 
gonismus gefunden. 


Ein Vergleich des Anioneneinflusses auf die Bindung von Ca durch 
Albumin zeigt, daB Ca-Salze mit verschiedenen Anionen verschieden 
stark verbunden werden, und zwar aus CaSO, etwa 10°,, mehr, aus 
Ca(SCN), etwa 25°, weniger als aus CaCl,. Die Ca-Salze ordnen sich 
beziiglich ihrer Bindungsfahigkeit an Albumin in dieselbe Anionen- 
reihenfolge wie beziiglich ihrer Flockungswirkung auf Albumine 
(Freundlich)*. 

‘ 

Es ist mir ein Bediirfnis, “Herrn Prof. Dr. H. Bechhold fiir die An- 
regung zu dieser Untersuchung, sowie den Herren Dr. Karplus und Dr. Erbe 
fiir ihre wertvolle Unterstiitzung meinen besten Dank auszusprechen. 


! Diese Zeitschr. 110, 299, 1920 und folgende Mitteilungen. 
2 Diese Zeitschr. 24, 239, 1910. 
3 Kapillarchemie, 2. Aufl., S. 791. 
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Zusammenfassung. 


1. Kieralbumin, das durch Elektroultrafiltration entsalzt war, 
bindet Caletum- (CaCl, CaSO, Ca(CSN),) und Kaliumsalze (KCl) 
aus Lésungen von steigender Konzentration in steigenden Mengen. 
Bis zu Salzkonzentrationen von n/20 in der Mischung, d. h. 500 Milli- 
aquivalente auf 100 g Albumin, wird dabei kein Sdttigungswert erreicht: 
bei héheren Konzentrationen ergeben sich Unregelmabigkeiten, tiber 
deren Ursache wir noch keine Aussagen zu machen vermdégen. 

2. Zwei Kieralbumine, die jede fiir sich gereinigt waren, gaben 
abweichende absolute Werte: der Kurventypus blieb jedoch der gleiche. 

3. Albumin bindet Ca aus CaCl,-Lésung in niederen und mittleren 
Konzentrationen stdrker als K aus KCl-Lésung. Die Kurven der 
Calcium- und Kaliumbindung, die bei niederen Salzkonzentrationen 
um 100°, auseinanderliegen, ndhern sich bei héheren Salzkonzentrationen 
fast vollkommen. 

4. Sind CaCl, und KC! gleichzeitig vorhanden, so werden beide 
Salze additiv gebunden. 

5. Ca aus Ca-Salzen mit verschiedenen Anionen wird verschieden 
stark gebunden, und zwar aus CaSQ, etwa 10°, mehr, aus Ca(SCN), 
etwa 25°., weniger als aus CaCl, (entsprechend den lyotropen Reihen 


der Anionen). 














Zur manometrischen Messung der (0, nach van Slyke. 


Von 
Fritz Mainzer. 
(Aus der Medizinischen Universitaétsklinik, Rostock.) 
(Eingegangen am 17, Oktober 1930.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Im Laufe der letzten Jahre hatten wir Gelegenheit, ausgedehnte 
Erfahrungen tber die manometrische Messung der CO, nach van Slyke 
und Neil (1) zu sammeln. 

Was die Abgrenzung der Leistungsfahigkeit dieser Methode gegen- 
iiber dem Verfahren von barcroft anlangt, so erscheint von vornherein 
diese letztere tiberlegen, wenn bedacht wird, daB hier die Druckmessung 
mittels Nelkenédls oder Brodiescher Lésung in der bekannten, sehr 
empfindlichen Anordnung, bei dem Vorgehen von van Slyke dagegen 
mittels des Quecksilbermanometers erfolgt. Eine solche Beurteilung 
ist zutreffend, wo die Substanzen, in denen das Gas analysiert werden 
soll, ohne Schwierigkeiten genau abgemessen werden kénnen, beispiels- 
weise im Rahmen der Warburgschen Methodik zur Messung der Gewebs- 
atmung. Anders liegen jedoch die Dinge bei der Analyse von Blut 
und Harn. Die von Barcroft angegebene automatische Pipette in fester 
Verbindung mit seinem Tonometer entleert sich in der Ausfiihrung mit 
1 cem Fassungsgehalt vielfach nur mangelhaft: auch die automatische 
0,1-cm-Pipette wird Anspriichen an héchste Genauigkeit nicht gerecht, 
weil sie im Interesse der Handlichkeit kurz gehalten sein muB und daher 
ihre lichte Weite fiir genaue Abmessung zu groB ist. Ferner ist zu 
bedenken, daB da, wo der zu analysierenden Fliissigkeit tiberhaupt 
bei der Abmessung eine Grenzfliche gegen die atmosphirische Luft 
gegeben ist und das ist auch bei der Barcroftschen Methodik der 
Fall — die Méglichkeit eines Verlustes mit zunehmender Verkleinerung 
der analytischen Menge entsprechend der relativen Zunahme der Ober- 
flache wachst. Wo also das Versuchsobjekt nicht auBerste Beschrankung 
der analysierten Menge verlangt, d.h. wo Mengen bis 0,5 cem fiir die 
Analyse verfiigbar sind —- und das diirfte selbst bei Serienuntersuchungen 
im menschlichen Blute und Harn zumeist der Fall sein —-, ist die 
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Analyse nach van Slyke der Barcroftschen Methodik an Exaktheit ge- 
wachsen, ja teilweise sogar tiberlegen. Wie gesagt, ist diese Tatsache 
nicht durch die Messung als solche, sondern durch die Méglichkeit 
der Analyse gréBerer Mengen und ihrer genaueren Pipettierfahigkeit 
bedingt. 

Unsere Erfahrungen sind in der Uberzahl bei der Verarbeitung 
von Harn gewonnen. Selbst bei verhaltnismaBig groBen Mengen von 
CO, (bis zu 100 Vol.-°.,) war eine Genauigkeit bis zu 0,1 Vol.-°.. d. h. 
von 1°/5, erforderlich, die uns mit der Barcroftschen Methode nicht 
erreichbar war. Wir haben die zu analysierenden Fliissigkeiten unter 
fliissigem Paraffin aufbewahrt und die Abmessung in van Slyke-Pipetten, 
d.h. Ostwald-Pipetten mit Glashahn vorgenommen. Es ist jedoch 
bekannt, daB CO, in Paraffin léslich ist und daher die Cherschichtung 
nur einen relativen und nicht sehr erheblichen Schutz gegen Entweichen 
von Gas gewahrt [S. £. Hill (2)]. Ferner kann nach den Feststellungen 
von Schmalfuss und Peschke (3) Gas auch zwischen Glaswand und 
Paraffin passieren. Unter diesen Umstinden waren besondere Malb3- 
regeln notwendig, um CO,-Verluste zu vermeiden. 

Wir tiberzeugten uns zunachst, dab in der Tat CO, unter den ge- 
gebenen Bedingungen im Paraffin in Lésung geht. Bei einer Tempe- 
ratur von 25° verlor ein Harn rund ?/,, Vol.-°., in 20 Minuten. Wurde 
nun vor Beginn des Versuchs das tiberschichtete Paraffin mit einem 
hochprozentigen CO,-Luftgemisch durchstrémt, so ging umgekehrt CO, 
in den Harn iiber: dessen CO,-Gehalt nahm zu. 

Es ist uns gelungen, den hierdurch bedingten Fehler véllig aus- 
zuschalten, indem wir das zur Uberschichtung benutzte Paraffin zuvor 
mit der gleichen CQO,-Atmosphire sattigten, die auch zum Ausgleich 
mit dem Harn diente und ferner die Diffusionsgeschwindigkeit durch 
Abkiihlung auf 5° verminderten. In dieser Weise konnten wir den 
Harn wenigstens eine Stunde lang ohne CQ,-Verlust aufbewahren. 
Bei der Abmessung der analysierten Fliissigkeit kann ihre Temperatur- 
differenz gegeniiber der Eichungstemperatur der Pipetten, wo nétig, 
beriicksichtigt werden. Die sofortige Verarbeitung des Harns nach 
seiner Unterschichtung unter Paraffin haben wir uns trotz der Méglich- 
keit unveranderter Aufbewahrung zur strengen Regel gemacht. 

Bei der iiblichen Anordnung des manometrischen Apparates von 
van Slyke und Neill findet die Messung der CO, iiber dem Spiegel der 
Flussigkeit statt, aus dem das Gas im Vakuum ‘ausgetrieben wurde. 
Dahbei ist das Vakuum entsprechend der Druckablesung bei einem 
Volumen von 0,5 bzw. 2ccm gegeniiber dem Vakuum wiahrend der 
Austreibung des Gases stark vermindert, was eine teilweise Wieder- 
lésung der CO, in der Flissigkeit zur Folge hat. Diese Wiederlésung 
ist in den Tabellen von van Slyke und Neill (1), sowie von van Slyke 
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und Sendroy (4) auf Grund von Versuchen mit CO,-Lésungen bekannten 
Gasgehalts als Korrektur beriicksichtigt. Fir kleine und mittlere 
CO,-Mengen, d.h. solche Mengen, deren Druck bei dem_ vor- 
geschriebenen Volumen (von 0,5 bzw. 2,0 cem) unter 450 mm Hg liegt, 
ist dies Verfahren gangbar. In der Tat entsprechen die Modellversuche 
van Slykes und seiner Mitarbeiter dieser Bedingung. Ist jedoch die 
analysierte Gasmenge wesentlich gréBer und der gemessene Druck 
héher, so reicht das bei der Ablesung vorhandene Vakuum nicht mehr 
aus, die Wiederlésung betrachtlicher Mengen von CO, zu verhindern. 
Diese tritt vielmehr schon im letzten Abschnitt der Reduktion des 
Vakuums zum Ablesevolumen ein; sie ist entsprechend der Geschwin- 
digkeit dieser Reduktion, vielleicht auch abhaingig von anderen Be- 
dingungen, variabel und macht damit eine genaue Messung des Gases 
unmdéglich. Dadurch erweist sich entgegen der Erwartung bereits die 
Analyse solcher Gasmengen im van Slyke-Apparat unméglich, welche 
sich der oberen Grenze des mebbaren Volumens nahern. 


Bei der Analyse der CO, in Harnen mit hoher Wasserstoffzahl 
tritt dieser Fall haufig ein, ja es treten selbst bei Verwendung der kleinst- 
méglichen Harnmengen Gasvolumina von mehr als 2ccm auf: die 
CO,-Menge kann so groB sein, daB sie auch bei Analyse von 0,25 cem 
Harn im Apparat nicht meBbar ist. Die genaue Pipettierung noch 
kleinerer Fliissigkeitsmengen unter ausreichender Vermeidung von 
CO,-Verlust ist nicht leicht méglich. Die Verdiinnung solcher CO,- 
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Abb. 2. 
21° 
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reichen Harne mit CQO,-freiem Wasser unter LuftabschlubB, die wir 
versuchten, fiihrt ebenfalls nicht zu ausreichend genauen Ergebnissen. 
Wir haben uns daher einer Evakuierungskammer bedient, welche die 
Ablesung der Manometerdrucke nicht nur bei den von den amerika- 
nischen Autoren angegebenen Volumina von 0,5 und 2 ccm, sondern 
auch fiir Volumina von 4 und 6ccm gestattet. [Wir bilden die 
Kammer in Abb. 2 neben der alten (Abb. 1) ab.] Hierdurch wird 
die Messung aller im Harn vorkommenden C O,-Konzentrationen méglich, 
wobei nur in ganz seltenen Fallen die analysierte Menge bis auf 0,25 cem 
reduziert werden muB (1). Es kann mit dieser Kammer! die drei- 
fache Menge des in dem bisherigen Modell meBbaren Gases analysiert 
werden. Die Genauigkeit sinkt dabei fiir die Messung bei einem Volumen 
von 4 ccm auf die Halfte, bei einem Volumen von 6 ccm auf ein Drittel 
der Ablesung bei 2 ccm, ist aber in der neuen Kammer fiir die Volumina 
von 0,5 und 2 cem die gleiche wie beim alten Modell, wobei sich Analyse 
und Berechnung grundsiatzlich in keiner Weise von dem bisherigen 
Vorgehen unterscheiden. 


Literatur. 
1) van Slyke u. Neill, Journ. of biol. Chem. 2) S. E. Hill, Proce. Soc. 
exper. Biol. a. Med. 26, 590, 1929. — 3) Schmalfuss u. Peschke, diese Zeitschr. 
198, 487, 1928. 4) van Slyke u. Sendroy, Zeitschr. f. biol. Chem. 73, 127, 


1927. 


1 Zu beziehen durch A. Dargatz, Hamburg 1, Pferdemarkt 66. Diese 
Firma stattet thre manometrischen Apparate regular mit der neuen 
Kammer aus. 














Hypervitaminose bei Hiihnern. 


Von 
Earl J. King und G. Edward Hall. 


(Department of Medical Research, Banting Institute University of Toronto, 
Toronto, Kanada.) 


(Eingegangen am 19. Oktober 1930.) 


Die pathologische Wirkung der Uberdosierung mit bestrahltem 

Ergosterin wurde zuerst von Pfannenstiel (14) 1927 erwahnt und dann 
fernerhin in demselben Jahre von Kreitmair und Moll (10) untersucht. 
Sie brachten in Tieren, die mit groBen Mengen Ergosterin gefiittert 
worden waren, eine starke toxische Wirkung und eine heftige mediale 
Verkalkung der Aorta hervor. Kreitmair und Hintzelmann (11) und 
Wentzel (21) und viele andere haben ein verhaltnismaBbig vollstandiges 
Bild der Hypervitaminose D zu zeigen vermocht. Diese hat Verkalkung 
der BlutgefaBe, des Magens und der Nieren zur Folge. Bei Kaninchen 
stellten sie Knochenerweichung fest. Nierenverhartungen sind von 
Dixon und Hoyle (3) beschrieben worden. Schmidtman (18), Rabl (15), 
Heubner (7) und Harris und Moore (5) bestatigen allgemein diese Be- 
funde bei der Anwendung verschiedener Praparate von bestrahltem 
Ergosterin. Schwenholz (19) gab an, daB bei trachtigen Ratten, die 
taglich 10 mg Ergosterin erhielten, die Jungen im Uterus resorbiert, 
vor der Zeit abortiert oder tot geboren wurden. Nur in wenigen 
seltenen Fallen lebten sie, waren aber sehr klein, unterentwickelt und 
starben bald. 
_. Zahlreiche andere Abhandlungen, denen es nur leider zumeist an 
kritischer Einstellung fehlt, haben die Wirkung groBer Dosierungen 
zum Vorwurf gehabt. Fast jedesmal unterlieBen es die Verfasser jedoch, 
die Starke des verwendeten Materials zu bestimmen oder wenigstens 
zu erwahnen, und sie machten lediglich Angaben itiber die Anzahl 
Milligramme des bestrahlten Ergosterins. 

Harris und Moore (5), die ein standardisiertes Produkt verwendeten, 
zeigten, dais das Tausendfache der kurativen Dosis den Ratten un- 
schadlich war, daB das Zehntausendfache derselben dagegen ent- 
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schieden toxisch und das Hunderttausendfache schnell tédlich wirkte. 
Sie zeigten ferner, daB unbestrahltes Ergosterin, d. h. der Vorlaufer von 
Vitamin D, selbst in diesen groBen Mengen unschidlich war, und dab 
das aktive Prinzip, das Vitamin D, das bei der Bestrahlung entstand, 
die toxische Substanz darstellt. Uberbestrahlung, die den rachitischen 
Faktor zerstért, hatte ein nicht toxisches Produkt zur Folge. 

Neben der Ablagerung von Kalk in den verschiedenen Organen 
und dem Weichwerden der Knochen ist des 6fteren eine Zunahme des 
Calcium- und Phosphorgehalts des Serums beobachtet worden. Die 
Calciumwerte sind gewohnlich betrachtlich héher als im normalen 
Serum, aber die Phosphorwerte lassen zumeist keine bestimmten 
Schlisse zu, da sie Abweichungen zeigen, die nicht sehr tiber 
die normalen Verhaltnisse hinausgehen. Smith (20) hat nach einer 
griindlichen Untersuchung tiber die Wirkung grober Mengen von 
Ergosterin auf das Calcium und den Phosphor im Serum und im Gewebe 
gefunden, daB der Calciumgehalt fast immer hoch, der des Phosphors 
dagegen nicht so hoch ist. Um dieses Mehr an Calcium im Blut und 
in gewissen Geweben zu erklaren, sind zwei Theorien aufgestellt worden. 
Harris und Moore (5) vermuteten eine vermehrte Absorption der 
Gedirme zusammen mit einem starkeren Festhalten des Calciums, 
Smith und Elvove hingegen denken an eine verminderte Calcium- 
exkretion. Der zweite Erklirungsversuch ist von Baumgartner, King 
und Page (1), Hess, Weinstock und Rivkin (6) und anderen gemacht 
worden, und er geht dahin, es sei das Calcium der Knochensubstanz 
die Ursache der Hypercalcemie und der Kalkablagerungen. 

In einer Reihe von Versuchen, die wir mit Hiihnern vornahmen, 
stellte sich heraus, daB —- wie bei den Kaninchen — das Calcium des 
Serums entschieden zunahm, wihrend die Schwankungen des Phosphors 
keinen sicheren SchluB zu ziehen gestatteten. Aber im Unterschied 
zu den Kaninchen zeigte sich bei den Hiihnern keine merkliche Ver- 
kalkung der Organe oder der GefiBe. Ihr allgemeiner Zustand war 
dagegen so ziemlich der gleiche. Sie verloren in der spateren Periode 
der Fiitterung an Gewicht und bekamen schwache Beine, die sich 
wohl, wie bei den Kaninchen, mit einer Entkalkung der Knochen er- 
klaren lassen. Kreitmair und Moll (10) hatten friiher schon gefunden, 
da8 die Ubeffiitterung mit Ergosterin bei Hithnern wirkungslos bleibt, 
wahrend es méglich ist, damit bei einem groBen Prozentsatz von Kanin- 
chen, Ratten, Katzen und Mausen Verkalkung herbeizufihren. 

Die durch Verabreichung von ,,Parathormon® und Ergosterin 
verursachten Hypercalcemien sind einander ‘n mancher Hinsicht 
ahnlich. Die Tiere nehmen ab, verlieren den Appetit, und manche haben 
Durchfall. Die tagliche Verfiitterung von 10 mg bestrahltem Ergosterin 
an Hunde hat nach Jones, Rapoport und Hodes (8) eine ausgesprochene 
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Hypercalcemie innerhalb 2 Wochen zur Folge, die oft groBer als die 
durch ,,Parathormon* hervorgerufene ist. Hunde, deren Nebenschild- 
driisen entfernt worden sind, kGnnen mit wiederholten Dosen Ergosterin 
beliebig lange am Leben und bei guter Gesundheit erhalten werden. 
Kine ausgesprochene Hypercalcemie kann sehr schnell bei Hunden, 
deren Nebenschilddriisen herausgeschnitten worden sind, durch Ver- 
abre‘chung groBber Mengen von bestrahltem Ergosterin verursacht 
werden. Demoli und Christ (4) beobachteten, dab Verfiitterung von 
bestrahltem Ergosterin an Hunde vor der Entfernung der Neben- 
schilddriisen den Angriff der Tetanie verzégert. Jones (8) war nicht 
imstande, irgendwelche Zunahme der Blutviskositét bei der mit Ver- 
abreichung von Ergosterin verbundenen Hypercalcemie zu_ finden, 
wie sie Collip (2) gesehen hatte, als er Parathormon verabreichte. In 
unseren Versuchen war es oft sehr schwer, Blut von der Hypervitaminose- 
gruppe der Hiihner zu bekommen, und in zwei Fallen bildete das Serum, 
selbst nachdem es griindlich mit Glasperlen defibriniert worden war, 
waihrend des Zentrifugierens eine feste geleeartige Masse. 

Letztes Jahr hatte einer von uns (Karl J. King) die dankenswerte 
Gelegenheit, im Kaiser Wilhelm-Institut in Miinchen an Versuchen 
uber die Hypervitaminose von Kaninchen mitzuarbeiten. Dabei war 
eine auffallige Verkalkung der Aorta und der Magenwand sowie der 
Nieren zu beobachten, zusammen mit einer Erweichung der Knochen 
und ihrer offensichtlichen Entkalkung [ Baumgartner, King und Page (1)). 

Auf der Suche nach einer Erklirung fiir die Knochenerweichung 
der Kaninchen stieBen wir auf die Frage des Phosphatasegehalts. 192: 
berichtete Robison (17) von einem Enzym, das im Knochen und im 
knochenbildenden Knorpel enthalten ist, und von dem er ein Extrakt 
herstellen konnte, welches Phosphat aus seiner Verbindung als organi- 
schen Ester zu spalten und in der Gegenwart von Calcium als Calcium- 
phosphat abzulagern vermochte. Und er stellte die Behauptung auf, 
es sei dieses Enzym verantwortlich fiir die Bildung und Erhaltung der 
Knochen. Das Blut enthalt organische Phosphorsaiureester ahnlich 
dent Hexosemonophosphorséureester. Robison (17) vermutete nun, 
da das Knochenenzym an Stellen, wo Knochenbildung stattfindet, 
auf die organischen Phosphorester einwirkt, um freies Phosphat ab- 
zuspalten, das sich dann mit dem anorganischen Calcium der den 


Knochen oder Knorpel umspiilenden Fliissigkeit verbindet und als 
Calciumphosphat fiir die Knochenbildung ablagert. Es gelang ihm, 
eine deutliche Kalkablagerung in Knochen rachitischer Kaninchen und 
Ratten dadurch nachzuweisen, da er die Knochen in einem Probierglas 
in eine Lésung von Calciumglycerophosphat tauchte. Wenn dieses Enzym 
von Robison (17) die Bildung und Erhaltung des Knochens bewirkt, 
dann muBte sich der Gedanke aufdringen, es sei der weiche Zustand 
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des Knochens, wie er bei den Tieren mit Hypervitaminose angetroffen 
wird, irgendwie mit dem Verlust dieses Knochenenzyms verbunden. 

Dies schien sich in der Tat zu bestatigen, da gefunden wurde, daB 
Knochenextrakte von hypervitaminisierten Kaninchen nur eine 17°, ige 
Spaltung des Glycerophosphats ergaben, verglichen mit einer 60°, igen 
aus Knochenextrakten normaler Kaninchen, was besagt, dab viel 
weniger Enzym in den Knochen derjenigen Kaninchen vorhanden war, 
die ibermaBig viel Ergosterin bekommen hatten. 

In der vorliegenden Untersuchung wurden das Calcium und der 
Phosphor des Serums sowohl bei normalen als auch bei solchen 
Hiihnern bestimmt, die groBe Mengen von Ergosterin! erhalten hatten, 
und nach mehreren Wochen der Fiitterung wurde der Phosphatase- 
gehalt beider Gruppen festgestellt. 

Die Menge dieses Enzyms in einem Knochen zu bestimmen, ist eine 
verhaltnismaBig einfache Sache. Um einen Vergleich zu erméglichen, 
stellt man Extrakte so her, daB man die Knochen mit Sand zerreibt und 
dann mit dem zehnfachen Gewicht chloroformgesattigten Wassers eine 
Weile lang auszieht. 10 ccm dieses Extrakts entsprechen demnach | g 
Knochen. Verfolgt man nun, in welchem Mabe eine bekannte Menge 
des Extrakts bei gleichbleibender py, Temperatur und Zeit eine Lésung 
von Glycerophosphat hydrolysiert, um freies Phosphat abzuspalten, 
so gewinnen wir einen Mabstab fiir die Wirksamkeit des Extrakts und 
demzufolge auch fiir den Enzymgehalt des Knochens. 

Vergleicht man auf diese Weise das Knochenenzym der hyper- 
vitaminisierten Hiihner mit dem der Kontrollhiihner, so zeigt sich 
ein ganz deutlicher Unterschied. Die Vigantolhtihner hatten weniger 
als die Halfte der Phosphatase in ihren Knochen, die den normalen 
eignete, und es scheint darum die Annahme berechtigt, es sei der 
Knochenabbau verbunden mit dem Abgang des Enzyms, das die Bildung 
und Erhaltung der Knochen besorgt. 

Neben dem Knochenenzym befindet sich eine aktive Phosphatase 
in den Darmen und in den Nieren. Sie ist von Newberg (13) und seinen 
Mitarbeitern und von Kay (9) untersucht worden. Wir verglichen 
die Phosphataseaktivitét von Nieren- und Darmextrakten der beiden 


! Das in diesen Versuchen zur Verwendung gelangte Ergosterin wurde 
uns in freundlichster Weise von der Winthrop Chemical Company kostenlos 
zur Vertiigung gestellt. Die Ergosterinlésungen kamen in zwei Konzentra- 
tionen zur Anwendung. Die erste war Winthrops Vigantol genanntes 
Standardpraparat, das hundertmal stirker ist als Stockfischlebertran 
und 0,6mg_ bestrahltes Ergosterin pro Kubikzentimeter enthalt. Die 
zweite Lésung war ein besonders hergestelltes konzentriertes Praparat, 
das 1500mal so stark wie Stockfischlebertran ist und 9mg pro Kubik- 
zentimeter enthalt. 
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Hiihnergruppen, und im wesentlichen bestatigte sich der namliche 
Sachverhalt klar bei den Nieren, wahrend in den Darmen keine auf- 
fallende Verdinderung zu entdecken war. Die Nieren der Vigantol- 
gruppe enthielten nur ungefaihr die Halfte der Phosphatase, die die 
normalen Hiihner besaBen. Was das nun aber zu bedeuten hat, ist 
nicht klar, bloB soviel darf vermutet werden: der ganze Calcium- 
Phosphorstoffwechse] des hypervitaminisierten Tieres ist aus der 
gewohnten Ordnung gekommen. 


Versuche. 


Die Versuche wurden an L8 ,,Plymouth Rock**-Hiihnern, die 16 Wochen 
alt waren, durchgefiihit. Die Grundfiitterung der Tiere bestand aus 70 Teilen 
gelbem Mais, 17 Teilen Weizen, 12 Teilen Fleischmehl, 10 Teilen getrocknetet 
Buttermilch und je einem Teil Natriumehlorid und Calctumecarbonat. Die 
Hiihner wurden in zwei Gruppen von je neun Stiick abgeteilt. Die erste 
Gruppe erhielt die gew6hnliche normale Dosis Ergosterin, die als Kuratiy 
fiir Rachitis gilt', namlich taglich einen Tropfen von Winthrops Vigantol- 
lésung, die 0,6 mg Ergosterin in Leem enthalt. Diese Hiihner blieben 
allem Anschein nach normal und entwickelten keine rachitischen Symptome 
wihrend der Versuche. Die zweite Gruppe, die groBe Mengen Vigantol 
bekam, wurde in drei Partien von je drei Hiihnern abgeteilt. Jede Partie 
erhielt pro Stiick 1 bzw. 3 und 6 ccm der 0,6 mg pro Kubikzentimetet 
Vigantollésung fiir einen Zeitraum von 41 Tagen. Wir gaben ihnen dann 
taglich die gleiche Anzahl Kubikzentimeter der besonders hergestellten 
konzentrierten Vigantollésung, die tiinfzehnmal soviel Ergosterin ent hielt wie 
die andere Lésung, d. h. also 9 mg pro Kubikzentimeter. Dementsprechend 
erhielten die drei Partien taglich 0.6, 1.8 und 3.6mg Ergosterin in den 
ersten 41 Tagen, und 9,0, 27,0 und 54,0 mg fiir den Rest der Versuchszeit 
bis zur Tétung. 


Diese Ergosterinmengen waren viele hundert mal gr6éBer als die kurative 
Dosis, und sie brachten bei den Hiihnern einen Zustand der Hypervitaminose 
hervor, deren Starke je nach der Menge des Ergosterins und der Linge det 
Fiitterungszeit verschieden war. Wahrend der ersten Zeit des Versuchs 
wurden die Hitihner stark anamisch und entwickelten eine Schwache 
in den Beinen, die in den Exemplaren mit der gréBten “Ergosterinmenge 
am ausgepragtesten war. 

Die Hiihner wurden, wie aus der Tabelle ersichtlich ist, zu verschiedenen 
Zeiten im Laufe der Untersuchung durch Verbluten getétet. Eine Blut- 
probe wurde durch Schiitteln mit Glasperlen detibriniert und dann zentri- 
fugiert; das Caleium und der Phosphor wurden im klaren Serum nach 
den Methoden von Roe und Kahn (16) und Martland und Robison (12) 
bestimmt. In der hypervitaminisierten Gruppe war das Blut dick und schwet 
fliissig, und es zeigte eine ausgesprochene Neigung, schneller als das Blut 
der normalen Hiihner zu gerinnen. Es erwies sich als notwendig, das Blut 


' Kreitmair und Moll haben gezeigt, dab man taglich 0,01 mg be 
strahltes Ergosterin fiittern muB, um Rachitis bei Htihnern zu verhiten. 
Dies ist eine betrachtlich (hundertmal) gréBere Dosis, als sie bei Ratten 
notwendig ist. 
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Der Phosphatasegehalt des Diinndarms verdient besondere Aufmerksam- 
keit deshalb, weil die Werte bei den Hiihnern viel niedriger sind als die 
triiher von Kay (9) fiir Saugetiere angegebenen. 


Die Knochen der hypervitaminisierten Hiihner waren ausgezeichnet 
durch einen schwachen Schaft, der diinn und krumm war und — besonders 
in den porésen Epiphysen — ein festes, geleeartiges Mark enthielt. 

Keine Anzeichen von Verkalkung wurden in der Aorta, im Nahrungs- 
trakt und in der Leber der Hiihner entdeckt. Auch die Nieren machten 
einen normalen Eindruck, mit Ausnahme von Nr. 6, wo leichte Kalk- 
ablagerungen zu beobachten waren. 








. Fi Gesz - ‘nochen- Jieren- arm- 

Tito. mene PAteranes- Scrum Serum phos phos phos 

Nr. Dosis bestrahiten dauer wiclum phosphor phatase phatase phatase 

Ergosterins 

ecm mg Wochen mg pro 100 cem mg hydrolysierter Phosphor 

1 1 340 11 12.6 6.5 0.031 0,250 0,043 
2 1 16 4 starb * 

3 1 403 12 13,7 6.0 0,005 0,123 0.031 

4 3 1370 13 14,4 5.6 0,030 0.164 0,049 

5 3 1019 11 16,6 5,7 0.011 0,201 0,040 

6 3 2531 19 16.0 4,2 0.000 0121 0,017 
7 6 72 f starb * 

8 6 2740 13 13,3 3,4 0,019 0,112 0,079 
9 6 2470 12 13 4,1 0,019 0,170 0,132 
Normale Gruppe. 

1 14 12.5 7.5 0,055 0,254 0,018 
2 16 13.5 69 0,034 0,294 0,032 
3 T en thetic! 7 10,7 6,2 0,076 0,256 0,064 
4 || 4 tropfen tagtich 16 128 73 0197 0276 0.073 
5 entsprechend 16 13,0 64 0.020 0311 0,094 
6 0,016 mg 13 106 | 7.6 0,085 0.260 0,034 
7 Krgosterin 14 10.3 6.0 0,066 0,196 0,050 
8 14 11,1 6.4 0.178 0.227 0,032 

9 18 10.3 7,2 





* Cachexia, perikardische Infusion. 


Zusammenfassung. 

Es wurde die pathologische Wirkung von Uberdosierungen mit be- 
strahltem Ergosterin an Hihnern untersucht. In den Organen konnten 
keine Kalkablagerungen festgestellt werden, dagegen ergab sich ein 
geschwachter und gekriimmter Zustand des Knochens, begleitet von 
einer Abnahme der Knochenphosphatase. Auch wurde eine Abnahme 
im Phosphatasegehalt der Nieren beobachtet. 
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so schnell als méglich zu nehmen und zu defibrinieren, um die Bildung 
einer festen, geleeartigen Masse zu verhindern. In zwei Fallen wurde es 
beim Zentrifugieren fest und bildete eine harte, geleeartige Schicht tiber 
dem geronnenen Teile. 


Die Result ate der Calcitum- und Phosphorbestimmungen des Serums sind 
in der Tabelle wiedergegeben. Eine deutliche, wenn auch nicht sehr be- 
trachtliche Zunahme an Calcium der hypervitaminisierten Hiihner gegen- 
iiber den normalen wird daraus ersichtlich. Die Phosphorwerte halten 
sich in normalen Grenzen bei den Hiihnern, die nur geringe Uberdosen 
erhielten, und liegen nur wenig unter den normalen Verhaltnissen bei 
denen, die mit den gréBten Ergosterinmengen gefiittert worden waren. 


Fir die Bestimmung der Phosphatase wurden die Beinknochen 
moglichst griindlich vom anhaftenden Gewebe befreit, aufgeknackt und 
vom Mark gesiubert. Die Knochen wurden dann gewogen, mit Sand ver- 
rieben und mit dem zehnfachen Gewicht destillierten, chloroformgeséttigten 
Wassers versetzt. Die Lésung wurde fiir 48 Stunden bei Zimmertemperatur 
stehengelassen und hin und wieder geschiittelt, dann wurde durch Watte 
filtriert und ein wenig Chloroform und Toluol hinzugefiigt, um bakteriolo- 
gische Verunreinigung zu verhiiten. Von den Nieren benutzten wir das 
ganze Organ, das gereinigt, in einem Morser mit Sand verrieben und wie 
der Knochen, aber mit dem zwanzigtachen Gewicht chloroformgesattigten 
Wassers ausgezogen wurde. Der Diinndarm wurde vom anhaftenden Gewebe 
betreit, mit einer Schere aufgeschlitzt und behutsam mit Wasser gewaschen. 
Nach 5 Minuten, die fiir den Abzug des Wassers zugegeben wurden, wogen 
wir ihn und verrieben dann mit Sand. Ausgezogen wurde mit dem zwanzig- 
fachen Gewicht Chloroform-Wassers wahrend 48 Stunden. Darauf  er- 
folgte die Filtration. 

Zur Bestimmung der Phosphataseaktivitit dieser Extrakte bedienten 
wir uns der Kayschen Methode (9), da friihere Erfahrung erwiesen hatte, 
daB sie durchaus zuverlassig und leicht durchzufiihren ist. In vier Probier- 
rohrehen wurden je 5cem von Sérensens Glycinputter mit der pq 8.9 (37°), 
5eem Natrium-f-Glycerophosphat von derselben pa und 0,5 c¢em = des 
Extrakts gebracht. In zwei dieser Réhrchen wurde durch Hinzufiigung 
von 2cem 25% iger Trichloressigsiure sofort gefallt. Die beiden anderen 
wurden genau 2 Stunden lang in einem Wasserthermostaten von 37,5° 
gehalten, darauf fallten wir mit 2 cem Trichloressigsiure. Das treie 
Phosphat wird in den Filtraten bestimmt nach einer Modifikation der 
Briggschen kolorimetrischen Methode, wie sie Martland und Robison (12) 
angegeben haben. Die Zunahme an freiem Phosphat nach der zwei- 
stiindigen Inkubation wird als MaSstab fiir die Phosphataseaktivitat des 
Extrakts und demnach auch des Gewebes genommen. Die Ergebnisse 
geben wir in der Tabelle. 

Ganz deutlich zeigt sich eine entschiedene Abnahme im Phosphatase- 
gehalt der Knochen und Nieren der hypervitaminisierten Gruppe, die bei 
den Knochen besonders auffallend ist. Daritiber hinaus besteht meh 
oder weniger eine Parallele zwischen der manifestierten Phosphatase- 
aktivitaét und der Menge des verfiitterten Ergosterins, so niaimlich, daw 
die Aktivitét mit zunehmenden Vigantolmengen abnimmt. Huhn Nr. 6, 
das innerhalb einer langen Zeitspanne mehr als 2500 mg Ergosterin be- 
kommen hatte, zeigte keine Phosphataseaktivitét in seinem WKnochen- 
extrakt. 




















322 ke J. King u. G. E. Hall: Hypervitaminose bei Hiihnern. 
Biochem. Journ. 22. 1461, 1928. 6) Hess, Weinstock u. Rivkin, Proe. 
Soc. Exp. Biol. Med. 27, 298, 1929 30. 7) Heubner, Klin. Wochenschr. 
S, 407, 1929. 8) Jones, Rapoport u. Hodes, Journ. of biol. Chem. 86, 267, 
1930. 9) Kay, Biochem. Journ, 22, 855, 1928. 10) Kreitmair u. Moll, 
Miinch. med. Wochenschr. 75, 637, 1928. Ll) Kreitmair u. Hintzelmann, 
Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 187, 203, 1928. 12) Martland u. Robison, 
Biochem. Journ. 20, 847, 1926. 13) Neuberg, diese Zeitschr. 82, 391, LYL7; 
SS, 432, LOLS: 171, 485, 1926; 199, 498, 1928. 14) Pfannenstiel, Klin. 
Wochenschr. 6, 2310, 1927. 15) Rabl, Deutsch. med. Wochenschr. 55, 
63, 1929. 16) Roe u. Kahn, Journ. of biol. Chem. SI, 1, 1929. 
17) Robison, Biochem. Journ. 17, 286, 1923. 18) Schmidtman, Wlin. 
Wochenschr. 7, L106, 1928. L9) Schwenholz, ebendaselbst 8, 1257, 1929. 


20) Smith u. Elvove, U.S. A. Public Health Repts. 44, 1245, 1929. 
21) Wentzel, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 137, 215, 1928. 




















Der Einflub verschiedener Nahrungsmittel auf die Menge 
der vierfach ungesittigten Siuren im Blute. 


Von 
N. Berend. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Pazmany Universitat Budapest.) 


(Eingegangen am 19. Oktober 1930.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Nach der Feststellung der normalen Werte der vierfach unge- 
sittigten Fettsiéuren im Blute wird in dieser Mitteilung iiber Versuche 
berichtet, die den Zweck hatten, die physiologische Variation der vier- 
fach ungesittigten Fettsduren bei «ler Verdanung und Resorption 
verschiedener Nahrungsmittel zu untersuchen. Der Gehalt des Blutes 
an fettartigen Substanzen ist schon unter normalen Verhaltnissen 
groben Schwankungen unterworfen. Verabreicht man _ fettartige 
Nahrung, dann steigt der Gesamtfettgehalt des Blutes stark an, das 
Blut wird infolge einer alimentéren Lipamie milchartig. Eine starke 
Lipamie kann jedoch auch zustande kommen, ohne dab die Fett- 
kérperchen sichtbar werden. Es handelt sich hier um maskierte Lipamien. 
Bei der Entstehung der Lipimien spielt neben der Menge des Fettes 
auch seine Art eine Rolle. So findet man nach Bang (1918) nach Ver- 
fittern von Schmalz keine Hyperlipimie, waihrend von Butter oder 
Oliven6l immer Hyperlipimie zustande kommt. Der im Hunger- 
zustand zu 0,11 gemessene Fettgehalt steigt bei Olivendlfiitterung 
auf 0,25. Wenn aber das Tier mehrere Fettfiitterungsversuche durch- 
gemacht hat, zeigt sich eine immer geringer werdende Lipimie. In 
dieser Arbeit berichtet Bang auch dariiber, da®B, falls Kohlenhydrat 
und Fett gemischt verfiittert werden, durch die Kohlenhydrate das 
Auftreten der alimentéren Hyperlipimie gehemmt wird. Wenn das 
Tier hungert, ist der Blutfettspiegel anfangs erhdht, er sinkt aber, 
wenn die Fettdepots leer werden oder das Tier von vornherein sehr 
mager war. Diese Angabe weist auf eine Fettwanderung aus den Depots 
hin. In Anbetracht dieser Tatsachen untersuchte ich, wie sich die 


Menge der vierfach ungesattigten Saéuren wahrend der Verdauung 








324 N. Berend: 


verschiedener Nahrungsmittel verhalt. In einer fritheren Arbeit wurde 
bereits erwahnt, daB die ungesattigten Sauren im Fettstoffwechsel 
eine Rolle spielen. Die Jodzahl des im Fettgewebe enthaltenen Fettes 
ist viel kleiner als die des Organfettes Hartley (1907).  Leathes hielt 
es bereits fiir wahrscheinlich, daB die Fette in der Leber desaturiert 
und auf diese Weise zum Verbrennen vorbereitet werden. 


Methodik. 


Zu meinen Versuchen verwendete ich Hunde, die vor dem Versuch 
24 bis 48 Stunden lang gehungert hatten. Die erste Blutentnahme ertolgte 
vor der Fiitterung. Nach der Fiitterung wurde dann stiindlich bzw. andert- 
halbstiindlich vier- bis fiinfmal Blut entnommen. Das Blut, das ich direkt 
aus dem Herzen entnahm, wurde mit einer kleinen Menge Natriumoxalat 
vermischt, dann davon 5 cem abpipettiert und tropfenweise in die Bloorsche 




















Extraktionstliissigkeit gegeben. Die im Ex- 
24—- trakt enthaltenen vierfach  ungesattigten 
mg % Siuren bestimmte ich nach der Mikromethode 
a fiir vierfach ungesattigte Sauren, die Tangl 
22} (1930) angegeben hat, da das Verfahren von 
Szentgyorgyt (1924) nicht geniigend empfind- 
27! lich ist. 
20 Die Versuche zerfallen in drei Teile. Im 
~<a ersten ftitterte ich Fett, im zweiten Kohlen- 
79} hydrat «und Kohlenhydrat und Fett und im 
dritten Eiwei®B. Zur Fettfitterung verwendete 
18 ich Schmalz, Speck und = Olivenél. Das 
7 letztere wurde mit der Sonde verabreicht. Bei 
| der Kohlenhydratfiitterung gab ich eine wiisse- 
16} rige Emulsion von Mehl. Bei der Versuchsreihe 
mit EiweiB gab ich méglichst mageres, ge 
- kochtes Rindfleisch. 
1% Bei diesen Versuchen stellte sich heraus, 
daB es von Wichtigkeit ist, daB die Tiere 
73 modglichst lange, tiber 24 Stunden, gehungert 
va\ haben sollen. Obwohl die Kurven, die die 
Menge der viertach ungesdttigten Sauren 
77 Zeigen, in ihrer Form unverandert bleiben, 
zeigen die Kurven jener Tiere, die linger ge- 
a hungert hatten, gr6Bere Unterschiede zwischen 
9 Hunger- und Verdauungswert als solche, denen 
die Nahrung weniger lange vorent halten worden 
2 3 6 5 6 War. Deshalb verwendete ich meist nur solche 
Stunde Tiere zu den Versuchen, die mehr als 24 Stunden 
\bb. 1. Fettfiitterung. lang gehungert hatten. 


Erste Versuchsrethe. 

Es wurde hier die Wirkung der Fettresorption auf die Menge 
der vierfach ungesattigten Saéuren des Blutes untersucht. Als Nahrung 
verabreichte ich 100g Schmalz, Speck oder Olivenél. Die erhaltenen 
Daten zeigt die Tabelle | und Abb. 1. 
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Wie aus den Daten und Abbildungen ersichtlich ist, wird nach 
Fettverfiitterung in jedem Falle eine anfangliche Verminderung der 
Menge der vierfach ungesattigten Séuren beobachtet. Dies halt. jedoch 
nicht lange an, denn schon 3 bis 4 Stunden nach der Fiitterung sehen 
wir eine steil ansteigende Erhéhung eintreten. Die Steigerung dauert 
beilaufig 2 Stunden an, und danach erreicht die Kurve ziemlich rasch 
wieder den Normalwert. Den erwihnten. von Bang beschriebenen 
Unterschied zwischen der Verfiitterung von Schmalz und Olivendl. 
konnte ich bei den vierfach ungesiéttigten Verbindungen nicht auf- 
finden. 

Zweite Versuchsreihe. 

Im ersten Teile dieser Versuche verfiitterte ich 100g Mehl in 
wasseriger Emulsion durch eine Sonde. Im zweiten Teile gab ich neben 
derselben Menge Mehl noch 100 g Speck. Die erhaltenen Daten zeigen 
Tabelle Il und die Abb. 2 und 3. 





























22 
mg % 
a7 
20 
79 
a 18 
mg 
17 17 
16 16 
15 16 
1% 1% 
13 13 
72 72 
77 t T t 1 11 
, wef. FF . 2.4 6 
Stunde Stunde 
Abb, 2. Abb. 3. 
Kohlenhydrat. Kohlenhydrat und Fett. 


Bei der alleinigen Verfiitterung von Mehl sehen wir grobe Schwan- 
kungen, bei denen jedoch insofern eine gewisse Gesetzmabigkeit zu 
herrschen scheint, daB die Richtung der Kurven annahernd parallel 
bleibt. Bei der Mehlfiitterung erreichen aber die Werte innerhalb der 
Versuchsdauer niemals den Normalwert. 

Bei den Versuchen, wo neben Mehl auch Fett verabreicht wurde, 
fehlt die Erniedrigung der Werte, die bei alleiniger Fettfiitterung un- 
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mittelbar nach dem Fiittern immer auftritt. Der Anstieg ist annaihernd 
so grob, wie bei alleiniger Fettfiitterung, erreicht aber diese Hohe 
schneller (in 1 bis 2 Stunden) und bleibt dauernd tiber den Normal- 
wert erhdht. 


Dritte Versuchsreihe. 


In der dritten Versuchsreihe fiitterte ich mageres Rindfleisch, um 
die Wirkung des EiweiBes auf die Menge der vierfach ungesattigten 
Fettséuren zu untersuchen. Ich gab bei jedem Versuch 250 g gekochtes 
Fleisch. Die Ergebnisse sind in Tabelle 11] und Abb. 4 zusammen- 
gefaBt. 

Wie aus den Ergebnissen ersichtlich ist, verursacht die Eiweib- 
nahrung keinen besonderen Einflu®B auf die Menge der vierfach un- 




















i... 2 : 
Stunde Stunde 
Abb. 4. Eiweifs. Abb. 5 

gesittigten Fettsduren. Wir sehen hier ahnliche Schwankungen wie 
bei der Mehlverabreichung. 


Die Versuche zeigen, daB die Fettnahrung den gréBten Einflub 
auf die Menge der vierfach ungesittigten Sauren austiibt. Auch sehen 
wir ein Ansteigen der vierfach ungesittigten Fettséuren, wenn Fett 
und Kohlenhydrat zusammen verfiittert wird. Mehl- und Fleisch- 
verabreichung hat dagegen keine nennenswerten Schwankungen zur 
Folge. 

In der Abb. 5 sehen wir die Kurven, die die Mittelwerte der ein- 
zelnen Versuchsreihen zeigen, wodurch die Wirkung der verschiedenen 
Nahrungsmittel gut verglichen werden kann. 
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Diese Ergebnisse verstarken die Ansicht, dab die hoch ungesattigten 
Sauren eine Rolle im Fetttransport haben. Joanovics und Pick (1910) 
fanden, daB waihrend der Fettresorption die Jodzahl des Leberfettes 
sich immer erhéht, und daB diese Erhéhung immer gréBer ist, als es 
der Jodzahl des gefiitterten Fettes entsprechen kénnte. Daraus wurde 
geschlossen, daB wahrend der Fettresorption ein Teil des Fettes de- 
saturiert wird. In dieser Arbeit konnte ich beweisen, daB wahrend der 
Fettresorption die Menge der stark ungesattigten Sauren auch im 
Blute ansteigt. 

Die Arbeit wurde unter der Leitung des Herrn Prof. Dr. G. Farkas 
ausgeftihrt. Fiir seine Ratschlage bin ich ihm zu groBem Dank verptlichtet. 
Zusammenfassung. 

Nach Fettfiitterung wird die Menge der vierfach ungesattigten 
Sauren des Blutes nach einer anfinglichen Verminderung erhéht. 
Diese Verminderung bleibt aus, wenn gleichzeitig Kohlenhydrat ver- 


fiittert wird. Kohlenhydrat und EiweiB allein sind unwirksam. 
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Untersuchungen iiber die Glykolyse des Blutes. 1. 


Von 
H. K. Barrenscheen und Karl Hiibner. 


(Aus dem Institut fiir angewandte medizinische Chemie der Universitat 


Wien.) 


(Eingegangen am 19. Oktober 1930.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


In einer vor einiger Zeit erschienenen Mitteilung’ konnten wir 
den Befund erheben, daB Sulfationen die Glykolyse der menschlichen 
Erythrocyten wesentlich beschleunigen wnd dab diese Beschleunigung 
in der GréBenordnung der durch Phosphationen bedingten kaum 
nachsteht. Wir haben uns mit dem Mechanismus dieser Beschleunigung 
etwas eingehender befabt, da wir von derartigen Untersuchungen 
weitere Aufschliisse fiir das Problem der Blutglykolyse erhofften. 


1. Zur Kinetik der Glykolyse. 


An reaktionskinetischen Betrachtungen tiber die Blutglykolyse fehlt 
es nicht. Die ersten derartigen Erérterungen rihren von Kanitz? her, 
welcher unter Auswertung der experimentellen Daten von Vandeput® fiir 
die Glykolyse des Blutes die Giiltigkeit der Gleichung emer Reaktion 
erster Ordnung behauptet. Die von AKanitz unter Zugirundelegung dieser 
Gleichung fiir die monomolekulare Reaktion [da dt k (a — x)] nach der 
Formel log ¢, log Cs 0.4343 ..tK berechneten Reaktionskonstanten 
geben fiir die Zeit ¢ 60 Minuten Werte zwischen 0,0030 und 0,0050, 
wobei die der Berechnung zugrunde liegende Glucosekonzentration in 
Gramm pro Liter ausgedriickt ist. Bei pankreasexstirpierten Hunden 
zeigt sich allerdings ein wesentliches Absinken der Konstante auf 0,001 75 
bzw. 0.00046. Nach Kanitz entspricht der Fall der Glykolyse durch die 
Unabhangigkeit der Geschwindigkeitskonstante von der Anfangskonzentra- 
tion durchaus einer chemischen Reaktion erster Ordnung. 


1 Diese Zeitschr. 196, 488, 1928. 
2 Ebendaselbst 57, 437, 1913. 
3 Arch. internat. de phys. 9, 292, 1910. 
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Eine Erweiterung der reaktionskinetischen Betrachtungen von Kanitz 
bringt in neuerer Zeit Fukushima’, weleher in seinen Untersuchungen 
iiber die Reaktionskinetik der Blutglykolyse auf Grund eigener experi 
menteller Untersuchungen zu der Feststellung kommt. daB die einfache. 
von Kanitz gewahlte Gleichung einer Reaktion erster Ordnung bei Be 
trachtung des Ablauts der Glykolyse durch mehrere Stunden fiir die erste 
Stunde keine brauchbaren Konstanten ergibt. Weiter zeigt sich aus seinen 
Daten, daB die Reaktionskonstante individuell von Fall zu Fall wechselt. 
Durch Beriicksichtigung der Freundlichschen® Adsorptionsgleichung, deren 
Mintihrung im Hinblick daraut begriindet ist, dai sich die Glykolyse im 
mikroheterogenen System abspielt, kommt Fukushima zu etwas brauch 
bareren Werten. Annihernd gleichbleibende Reaktionskonstanten 
immer mit AusschluB der ersten Stunde der Glykolyse — ergeben sich 
jedoch erst bei Eintiihrung der von Euler® vorgeschlagenen Korrektur, 
welche auch die Abschwaichung der Fermentaktivitat in Rechnung zieht. 
Die schheBlich fir die Glykolyse formulierte Gleichung ergibt mun folgenden 
Ausdruck: da dt K (a r)'D (b t), wobei n 2 und bh 1800 Minuten 
festgesetzt wird. 


Gegentiber diesen Anschauungen, nach denen die Glykolyse, von det 
Antangskonzentration unabhangig*, mehr oder minder nach eimer modi 
fizierten Reaktionsgleichung erster Ordnung verlaufen soll, kommen Cajori 
und Crouter® zu einer Ablehnung dieser Formulierung. Vielmehr zeigt 
sich nach ihren Befunden eine Abhangigkeit der Glykolyse von der Anfangs- 
konzentration und dadureh bedingt eine betraichtliche Abweichung det 
experimentell gefundenen Werte von dem nach der Gleichung fiir die 
monomolekulare Reaktion berechneten. Zu emer gleichfalls ablehmenden 
Stellung kommt J. 7. Irring®. Zwar bestatigt er die Unabhangigkeit 
der Glykolyse von der Anfangskonzentration, doch entspricht der Verlaut 
der Wurve nach IJrving einer linearen Gleichung, deren Konstante mit 
fortschreitender Reaktion zunimmt. 

Allen diesen reaktionskinetischen Betrachtungen ist eines gemeinsam, 
daB in ithnen mit Ausnahme der Arbeit von Fukushima, welche den Wert 
der ersten halben Stunde berticksichtigt. die Antangsgeschwindigkeit det 


Glvkolyse keinerlei Beachtung findet. 


Wir haben auf Grund unseres experimentellen Materials versucht, 
uns ein Bild zu machen, inwieweit sich der Vorgang der Glykolyse 
an Hand der vorgeschlagenen reaktionskinetischen Formeln verfolgen 
laBt und inwieweit unser Material eine Entscheidung zugunsten der 
einen oder anderen Formulierung zulaBt. Bei Durchrechnung einer 
groBben Reihe von Versuchen, wobei auch die Protokolle unserer seiner- 
zeitigen Arbeit herangezogen wurden, ergab sich nun, dab die Anwendung 


' Pfliigers Arch. 205, 344, 1924. 
Freundlich, Zeitschr. f. physik. Chem. 57, 375, 1907. 
Chem. d. Enzyme 1, 176, 1920. 
4 Vel. dazu auch Holboll, C. vr. Soc. biol. 98, L681, 1925: Lemann u. 
Liles, Journ. lab. clin. med. 11, 339, 1925. 
5 Journ. of biol. Chem. 60, 765, 1924. 
§ Biochem. Journ. 20. 613, 1926. 
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3 der Kanitzschen Formel allein zu keinen brauchbaren Reaktions- 
T konstanten fiihrt. Aber auch die Anwendung der von Fukushima vor- 
geschlagenen Korrekturen zeitigt nur in einem Teil der Falle brauch- 
bare Reaktionskonstanten. Wir geben im nachstehenden die Berechnung 
e der Reaktionskonstanten aus einer Reihe von Versuchen wieder, in 
n denen parallel der EinfluB von Chloridionen bzw. Phosphat- und Sulfat- 
ionen auf die Glykolyse beriicksichtigt ist. Im Gegensatz zu Fukushima, 
n welcher bei seiner Berechnung die Zuckerkonzentration durch die 
n ‘ ; ‘ s 
Kubikzentimeter verbrauchten n/ 1000) KMnO, ausdriickt, haben 
| 
wir unserer Berechnung die Glucosekonzentration in Milligramm- 
h prozenten zugrunde gelegt. 
r 
be Tabelle 1. 
NM 
n K l r (Va la r)}. 108, 
t( 2b t) 
1 Versuch 23 Versuch 23a 
i Zeit Zusatz: 0,9 %/, NaCl Zusatz: isosm., Na, SO, 
rt Min 2h—t a—z A 1 r A 
rt 
5 0 3600 138 134 
" 30 3570 131 2,80 122 4,94 
ie 60 3540 125 2.63 113! 4.52 
- 90 3510 116 3,07 95 5.79 
it 120 3480 106 3.47 S4 5.77 
150 3450 100 3.36 71 6,08 
t » - ‘ » ~ . , 
~~ 189 3420 87 3.93 DS 6.43 
it 240 3360 78 3,61 48 5,76 
300 3300 66 3,65 36 »,62 
: 360 5240 53 3,82 25 63 
1. 
rt 
er Zeit Zusatz: 0,9%> Nacl Zusatz: isosm. Nao SOg Zusatz: isosm. Phosph 
Min 2b—t x A a u A t r A 
t, 0 3600 102 102 12 
se 120 3480 93 1.10 Sl 2.63 72 3.87 
240 3360 8t 1,02 45 4.21 29 58D 
on 360 3240 59 2.07 17 5,12 10 5,95 
ey ba 
er Zeit Zusatz 0,9 ¢ NaCl Zusatz: isosm. Nag SO, 
i Min. 2b t a~—r A l A 
ig 
0 3600 93 93 
120 3480 84 1.14 DY 4.69 
240 3360 65 1.96 27 5.51 
360 3240 42 2.71 1) 5,55 
u. Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, zeigen die berechneten Reakt ions- 
konstanten in den Chlorid- und Phosphatversuchen die zu erwartenden 





Unterschiede. 


In der Mehrzahl unserer Kurven ergibt 


sich in Be- 
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statigung der Befunde Fukushimas, daB die Reaktionskonstanten fiir 
die ersten Stunden ginzlich aus der Reihe fallen. Aber auch sonst 
zeigen sich in den einzelnen Versuchen betrachtliche Schwankungen. 
Der von Fukushima betonte individuelle Unterschied der einzelnen 
Blutproben tritt auch in unserem hier wiedergegebenen Material deutlich 
zutage. Wenn auch in dem einen Versuch nach Ablauf der ersten 
90 Minuten halbwegs brauchbare Reaktionskonstanten erhalten wurden, 
so méchten wir doch auf Grund eines reichlichen Materials dieses Er- 
gebnis eher als ein Zufallsresultat denn als Ausdruck einer Gesetz- 
maBigkeit werten. Géanzlich unbrauchbare Resultate ergab die mathe- 
matische Behandlung kurzfristiger Versuche, sei es nach der einen 
oder der anderen Formel. Hier zeigte sich, daB fiir die ersten 1!., Stunden 
der Glykolyse unter Zugrundelegung kleinerer Beobachtungszeiten 
uberhaupt keine brauchbaren Reaktionskonstanten aufgestellt werden 
konnten. Es diirfte auch unseres Erachtens nach schwer fallen, den 
komplexen Vorgang der Glykolyse durch eine einfache mathematische 
Formel, wie es auch die von Fukushima modifizierte Gleichung der 
monomolekularen Reaktion ist, wiederzugeben. 


2. Die Anfangsgeschwindigckeit der Glykolyse. 

Das ginzliche Versagen einer einfachen mathematischen Be- 
handlung fiir die Anfangszeiten der Glykolyse veranlaBte uns, diesem 
Abschnitt der Glykolysekurve, dem bisher so gut wie keine Beachtung 
geschenkt wurde, etwas eingehender zu untersuchen. Die Unter- 
suchungen wurden zunachst mit dem Blut niichterner, normaler Versuchs- 
personen — Studenten im Alter von 19 bis 22 Jahren — durchgefiihrt. 


Das aus der méglichst wenig gestauten Kubitalvene durch Punktion 
mit weiten Kaniilen entnommene Blut wurde in auf 37° vorgewirmten, 
nit Glasperlen beschickten Kélbchen aufgefangen, rasch defibriniert und 
nach Filtration durch sterile Gaze jeweils mit dem tiinften Teil des Volumens 
einer auf 37° vorgewarmten physiologischen Kochsalz- bzw. isosmotischen 
Natriumsulfatlésung mit einem Gehalt von jeweils 0,1°% Glucose versetzt, 
sodann wurde im Wasserbad bei 37° inkubiert. Die maximalen Temperatur- 
schwankungen wahrend der Versuchsdauer betrugen + 1°. Die Probe- 
entnahmen erfolgten anfangs in Intervallen von 5 Minuten, weiter in Ab- 
standen von 10, 15 und 30 Minuten. Die Zuckerbestimmung wurde in 
mindestens zwei Doppelbestimmungen nach der Methode von Hagedorn- 
Jensen ausgefiihrt. 


Chereinstimmend ergaben nun saimtliche Versuche, daB fiir die 
ersten 15 bis 30 Minuten iiberhaupt kein Schwund an Glucose nachweisbar 
ist, erst nach dieser Zeit setzt die Glykolyse ein. Wir geben im nach- 
stehenden zur Veranschaulichung des Gesagten die Daten aus zwei 
Versuchen sowie eine aus den Mittelwerten von sechs Versuchen ge- 
zeichnete Kurve wieder. Da die Ausgangswerte durchweg nur um 
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r wenige Milligrammprozent schwanken, sind des besseren Vergleichs 
wegen samtliche Werte auf einen einheitlichen Ausgangswert von 
- 100 mg-°., umgerechnet. 
1 Tabelle II. 
2 
Glucose mg-° » 
n eit —_-— - — ~ 
- Versuch 1, Hu. Versuch 2, Hu Versuch 5, Rat. Versuch 11, Ri. 
Ly 7 
‘ Min. cl’ SOY cv soy cl Soy cv S04 
2 0 100 100 100 100 100 100 100 100 
5 -- _ - - 100 93 100 95 
10 100 Ys 100 95 100 9) 100 92 
¥ 15 . —_ 100 83 100 87 
i 20 100 97 100 9) 98 76 109 84 
» 25 : _ 89 67 99 S4 
30 9s 87 95 85 89 58 9S Sl 
A 35 ~ — 86 5S — — 
n 4) 94 $2 90 74 86 5S 94 79 
e 45 - - - 86 58 — 
50 8S SO 85 63 SI 52 SS 76 
r 5D ~ - $1 41 - 
69 87 72 82 61 86 65 
70 81 69 , = ‘ = ae 
75 — 79 54 78 33 SI 63 
80 81 60 _ — 
85 a a“ ~ 78 30 . 
90 74 51 ~- 76 53 
. 100 = 75 30 . 
105 72 . _ 
8 115 ea ne ae 75 30 * 
fi 120 -~ . —_ — 68 49 
3- 150 54 24 61 43 a 
' 165 _ 54 29 - _ 
; 189 49 18 48 20 — 
Ba 
” mg ‘| 
d 80 7 
Is 
Th 70 
t, & 
S 60 
a S 
e S 50 | Ry 4 
)- 2 & 
Cy ni 
in 8 40 } ¥ ‘ 
S be) 
n- = iS 
$ 30 | £1 
< 
, & 
1e 20 
uw 0 
h- 
el 0 30 60 9 0 150 0 30 8 W 120 #0min 
e- Zeit 
m Abb. 1 
Mittelwerte aus den Versuchen 1, 2, 5, 9, 11, 14. 
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Dieses eigenart'ge Verhalten der Glykolyse erklart auch, dab bei 
einer mathematischen Bearbeitung die innerhalb der ersten Stunde 
gefundenen Werte sich am wenigsten den durch die Forme] geforderten 
Gesetzmibigkeiten fiigen. In einer nahe an 40 Jahren zuriickliegenden 
Arbeit von Arthus! findet sich die Angabe, daB die Abnahme der 
Glucose bei der Blutglykolyse innerhalb der ersten 1!, Stunden auf- 
fallend gering ist. Analoge Beobachtungen teilt J'olstoi® mit. Unsere 
eigenen alteren Versuche ergeben das gleiche. Betrachtet man nun 
diese Kurven im Vergleich mit der Kurve der alkoholischen Garung, 
so drangt sich unwillkiirlich der Vergleich mit der S-férmigen Garungs- 





kurve auf, welche in ihrem Anfang durch die 


mm Induktionszeit bedingt ist. Auch fiir die Gly- 
ae ees ae kolyse des Blutes niichterner Individuen scheint 
s0/+-—_+— eine solche ,,/nduktionszeit™ zu bestehen, welche 

“oy den eigenartigen Verlauf der Kurve zur Folge 

LW . 

30 & hat. Man kénnte nun gegen unsere Deutung dieses 
20 Kurvenverlaufs geltend machen, daB diese .,In- 
pe duktionszeit trotz der von uns getroffenen Mab- 


nahmen durch die Abkithlung bedingt sei, welche 





das Blut bis zum Moment der Verarbeitung er- 
leidet. Da die Glykolyse nach den Befunden 
von ZJrving in dem Intervall von 27 bis 37° 


verschwundene iukose 
Ss 


w 
Ss 


einen ‘lemperaturkoeffizienten von 2,1 besitzt, 
wire ein derartiger Einwand ohne weiteres ge 
rechtfertigt. 


% 
Ss 


“ 
Ss 


Das dem jedoch nicht so ist, ergeben die 











J Parallelversuche, in denen wir den EinfluB des 
O 30 60 30min 


Zeit Sulfations auf den Ablauf des Beginns der Gly- 
Abb. 2. kolyse priiften. Es zeigt sich, dap Sulfat durch- 
Siehe Tabelle I, gehend die Induktionszeit zum Verschwinden bringt. 


Versuch 11. : : By 4 
Als besonders instruktives Beispiel diene nach- 


stehende Kurve, in welcher die Milligramm verschwundener Glucose 
als Ordinate, die Zeit in Minuten als Abszisse aufgetragen sind. 

Diese Wirkung des Sulfations auf die Induktionszeit legte es nahe, 
bei der vorliufig rein formal gegebenen Analogie zwischen Glykolyse- 
kurve einerseits, der Garungskurve andererseits auch die Wirkung 
des Arseniations auf die Glykolyse zu untersuchen. Zu diesem Zwecke 
wurde dem Blut jeweils ein Fiinftel des Volumens einer auf px 7.4 
eingestellten Arsenat- bzw. Phosphatlésung mit einem Gehalt von 
0,1 °, Glucose zugesetzt. Zur Kontrolle kam eine 0.9" ,ige Na Cl-Losung 


' Arch. de physiol. norm. et path. 3. Serie, 5, 425, LS9L. 
2 Journ. of biol. Chem. 60, 69, 1924. 
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von gleichem Glucosegehalt. Es ergab sich nun, daf Arseniat in gleicher 
Weise wie Phosphat die Glykolyse weitgehend beschleunigt. 


Tahe lle T11. 





Glucose mg 


ig-"!9 

Zeit Versuch 17. Fisch Versuch 19, Fen 

Min cl’ PO,’ As OY Cl PO,’ AsO’, 

0 100 100 100 100 100 100 

30 100 96 85 100 YD 94 
69 100 QD 82 97 8Y 89 
90 96 SD 76 Q SI 8&3 
120 S4 77 74 95 76 76 
159 74 69 61 86 66 67 
180 84 49 64 
195 64 50 DD 


3. Glykolyse und anorganisches Phosphat. 


In unserer ersten Mitteilung tiber den beschleunigenden Effekt 
des Sulfations auf die Glykolyse haben wir die Frage nach dem Wirkungs- 
mechanismus theoretisch von verschiedenen Gesichtspunkten aus 
erértert und haben, um die beschleunigende Wirkung des Sulfat- und 
Phosphations auf der gleichen Basis erkliren zu konnen, die Méglichkeit 
einer spezifischen Wirkung der Tonen auf die Zellober{ldiche oder aber 
auch eine Aktivierung des Wasserstoffs im Sinne von Lebedew! erwogen. 
Der EinfluB, den nun das Sulfation auf die Induktionszeit der Glykolyse 
zeigte, legte es, in Analogie zur Phosphatwirkung bei der Hefegirung, 
nahe, die Frage des Phosphatumsatzes bei der Glykolyse erneut zu unter- 
suchen. Ist doch die Anschauung, daB auch fiir die Blutglykolyse die 
Phosphorylierung obligat ist, nach den Angaben der Literatur durchaus 
nicht als feststehend zu betrachten. 

Wohl die Mehrzahl der Autoren steht auf dem Standpunkt, dab die 
Phosphorylierung auch fiir die Glykolyse des Blutes obligat sei. Nach 
den ersten grundlegenden Versuchen von Rona und Arnheim*, welche die 
Aktivierung der durch Hamolyse gehemmten Glykolyse durch Phosphat- 
ionen nachwiesen, sind es in erster Linie die eingehenden Untersuchungen 
von Bierry und Moquet’, ferner von Martland und Robison4, welche aut 
Grund des gegenseitigen Verhaltens der Glucose und des anorganischen 
Phosphats den SchluB zogen, da® der bei der Glykolyse nachweisbare 
Schwund anorganischen Phosphats durch Veresterung zu erklaren sei. 
Zu analogen SchluBfolgerungen kam Jost®, der den Nachweis erbringen 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 172, 49, 1927. 
2 Diese Zeitschr. 48, 35, 1913. 


3? C. r. soc. biol. 91, 250, 1924; 92, 593, 1925. 
* Biochem. Journ. 18, 1152, 1924. 
® Zeitschr. f. physiol. Chem. 165, 171, 1926. 
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konnte, da®B sich das verschwundene anorganische Phosphat in der von 
Greenwald erstmals beschriebenen Glycerinsdure-Diphosphorsdure wieder- 
findet. Auch Abraham und Altmann? schlieBen sich, auf Grund ihrer Ver- 
suche tiber den beschleunigenden EintluB des Phosphations auf die Glyko- 
lyse, der Auffassung an, da die Phosphorylierung fiir die Glykolyse obligat 
sei. Diesen Anschauungen und Befunden stehen eine Reihe von Arbeiten 
gegentiber, welche zu den entgegengesetzten Ergebnissen gelangen. Hier 
waren in erster Linie Morgulis und Barkus*®, sowie Piazza* zu nennen, 
welche wahrend der Glykolyse keinerlei Abfall des anorganischen Phosphats, 
im Gegenteil zeitweise sogar Anstieg beobacliteten. Zu den gleichen negativen 
Ergebnissen kommt IJrving®, welcher die Frage nach einer intermedidren 
Phosphorylierung bei der Glykolyse rundweg verneint. 

Eine Erklirung fiir diese widersprechenden Anschauungen diirfte 
nach unseren Erfahrungen in der Eigenartigkeit des Untersuchungs- 
materials zu suchen sein. Die Labilitat, welche gewisse Anteile des 
organisch gebundenen saureléslichen Phosphats der Erythrocyten 
zeigen, 1aBt es ohne weiteres verstindlich erscheinen, daB bei einem 
Nebeneinander von Synthese anorganischen Phosphats zu Kohlen- 
hydratphosphorsdureestern auf der einen Seite, bei einer Abspaltung 
von Phosphorsiure aus organischer Bindung auf der anderen Seite, 
Synthese und Abspaltung sich die Waage halten kénnen bzw. der 
mit gréBerer Geschwindigkeit ablaufende SpaltungsprozeB den syntheti- 
schen Schwund verdeckt. 

Wir haben in einer gréBeren Reihe von Versuchen neben der 
Abnahme der Glucose auch das anorganische Phosphat nach der 
Methode Fiske-Subbarow in Intervallen von einer halben Stunde be- 
stimmt und konnten bis auf vereinzelte Falle, in denen Himolyse nach- 
weisbar war, durchgehends eine betrachtliche Abnahme des anorganischen 
Phosphats wihrend der Versuchsdauer nachweisen (s. Tabelle LV). 

Welchen Einflu®B zeigt nun der Zusatz von Sulfationen auf den 
Ablauf der Phosphatkurve. Wie aus Tabelle IV und Abb. 3 hervorgeht, 
zeigt sich in unseren simtlichen Versuchen, daf der Schwund des an- 
organischen Phosphats in den Sulfatansdtzen wesentlich rascher erfolgt 
und ein gréBeres AusmaB erreicht als in den Kontrollversuchen. Wahrend 
wir in der Kontrolle vielfach innerhalb der ersten halben Stunde ein 
Gleichbleiben oder sogar eine geringe Zunahme des anorganischen 
Phosphats feststellen kénnen, zeigt die Kurve des Sulfatansatzes zu 
dieser Zeit bereits einen deutlichen Abfall. 

Mit dieser Feststellung sind wir einer Erklarung der Sulfatwirkung 
und speziell des Einflusses auf die Induktionszeit der Glykolyse etwas 

1 Journ. of biol. Chem. 68, 339, 1924. 


2 Klin. Wochenschr. 6, 456, 1926. 
3 Journ. of biol. Chem. 65, 1925. 


Ss 
4 Arch. farm. sper. 40, 49, 1925. 
5 Biochem. Journ. 20, 1320, 1926. 
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naher gekommen. Stellt man sich auf den Standpunkt, dab die 
Phosphorylierung fiir die Glykolyse des Blutes obligat ist, und unsere 
Zahlen sprechen eindeutig fiir diese Auffassung, so kdnnte man dic 
Sulfatwirkung mit einer Aktivierung dieses Phosphor ylierungsprozesses 
erkldren. In welchem TeilprozeB allerdings das Sulfation eingreift, 
dariiber kénnen wir auf Grund unserer Versuche keine Auskunft geben 
und halten wir bei dem gegenwartigen Stand unserer Kenntnisse der- 
artige Erérterungen sei es, daB sie eine Aktivierung des Coferments 
oder der hypothetischen Stereomutase fiir méglich halten — fiir zwecklos. 


mg Yo Alo | 


} 








V 
QX 
S Abb. 3 
$0 
be Siehe Tabelle LV. 
§, Versuch 15. 
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Fine Frage soll hier noch kurz erértert werden. Wir haben in 
allen unseren Untersuchungen iiber den Einflu®B des Sulfats auf die 
Glykolyse bisher nur den Schwund der Glucose beriicksichtigt. Theore- 


Tabelle V. 





Zeit Zusatz: 0.9°/9 NaCl in mg-% Zusatz: isosm. NagSO, in mg-°'9 
Min Glucose anorgan. P — Milechséiure Glucose anorgan. P Milchs&ure 
0 138 3,14 39,94 134 3,10 30,04 

30 131 3,03 122 1,55 

60 125 2.45 113 1,66 

90 116 2,13 9D 1,21 : 
120 LO6 2,03 67,3 84 1,02 79,54 
150 101 2,08 ~- 71 1,11 90,27 
180 87 2.13 85,08 58 0,88 98,14 


240 78 2,08 93,37 48 0,90 111,36 
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tisch ware immerhin denkbar, da8 dieser Sehwund nicht durch einen 
Abbau zu Milchsaiure, sondern durch eine Synthese zu erkliren ware. 
Wie diesbeziigliche Versuche, von denen im vorstehenden ein Beispiel 
wiedergegeben sei, zeigten, ist der Schwund der Glucose restlos durch 
Bildung von Milchsdure zu erkldren. 

Die Milchsaurebestimmungen wurden nach Fiirth-Charnass-Clausen 
durchgefiihrt. Wenn auch bilanzmabig die Milehsaiurebildung in unseren 
Versuchen hinter der Menge verschwundener Glucose etwas zuriick- 
bleibt, méchten wir dies eher auf methodische Unzulainglichkeiten 
zurickfiihren, als darin den Ausdruck eventueller synthetischer Prozesse 
erblicken. 


4. Der Einflug vorhergehender Kohlenhydratbelastung auf den Ablauf der 
GlykKolyse. 


Die bisher mitgeteilten Untersuchungen, welche unter anderem 
zur Feststellung fiihrten, daB auch die Glykolyse der Erythrocyten 
eine Induktionszeit besitzt. wurden durchgehends mit dem Blute 
niichterner Individuen vorgenommen. Theoretische Uberlegungen 
sowie die Tatsache, dab auch fiir die Glykolyse die Phosphorylierung 
eine Rolle spielt, veranlaBten uns, die Wirkung vorhergehender Kohlen- 
hvdratbelastung auf die Glykolyse und speziell deren Induktionszeit 
zu untersuchen. Wir hofften damit gleichzeitig auch einen Beitrag 
zur Frage tiber die Wirkung des Insulins auf die Glykolyse zu geben. 
Miissen wir doch annehmen, daB Kohlenhydratbelastung beim Normalen 
zu einer Mobilisierung des endogenen Insulins und, wie uns die Kurve 
der alimentaren Zuckerbelastung, speziell die alimentaére Hypoglykamie 
lehrt, zu einer voriibergehenden Insulinisierung fiihrt. 

Untersuchungen tiber den EintluB des Insulins aut die Blutglykolyse 
liegen von einer Reihe von Autoren vor. Eadie, Macleod und Noble tinden 
weder in vitro noch nach vorhergehender Injektion einen EinthiB des 
Insulins auf die Glykolyse der Erythrocyten. Zu gleich negativen Ergeb 
nissen kam Kawashima? sowie Ducceschi®, Lemann und Liles*. Auf det 
anderen Seite finden Bierry, Rathery und Kourisky® eine Steigerung det 
Glykolyse durch Insulinzusatz in vitro, wahrend Pico /strado, Morera 
und Althaus*® eme Steigerung der‘ Glykolyse durch vorherige Tnsulin- 
injektion behaupten. 

Wir haben unsere eigenen Untersuchungen derart durchgefilhrt, 
da®B wir nach Blutentnahme beim Niichternen eine Belastung mit 1 g 


' Amer. Journ. of physiol. 65, 462, 1923. 

2 Journ. of biochem. 4, 411, 1925. 

3 Arch. ital. fisiol. 74. 103, 1924. 

+ Journ. lab. clin. med. 11, 339, 1926. 

> C.r. Soe. biol. 90, 417, 1923; 92, 480, 1925. 


® Ebendaselbst 98. 971, 1925. 
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Glucose pro Kilogramm Kérpergewicht durchfiihrten und 1 Stunde 
nach der Glucosezufuhr Blut im Glykolyseversuch entnahmen. Es 
zeigt sich nun, wie nachstehendes Beispiel illustriert, da®B vorher- 
gehende Kohlenhydratbelastung (endogene Insulinisierung) insofern 
die Glykolyse beeinfluBt, als nach Kohlenhydratbelastung die Induktions- 
zeit nicht mehr nachweishar ist. Gleichzeitig ergibt sich, daB die Phosphat- 
kurve den gleichen Typus des raschen Abfalls annimmt, wie sie ihn 
unter Sulfatzusatz zeigt, ja, in dem wiedergegebenen Beispiel erreicht 
das anorganische Phosphat sogar tiefere Werte als im Parallelversuch 
mit Sulfatzusatz. 
Tabelle VI. 
Versuch 3. Minn. 








Glueose in mg-°/9 Glucose in mg-°/9 
Zeit - Zeit 
Min. niichtern we med Py Min. niichtern we Sace a. “. 
0 100 100 40 95 49 
5 190 98 50 92 38 
10 100 90 60 87 32 
15 100 82 70 82 39 
2) 109 75 85 71 26 
25 100 69 105 59 22 
30 95 62 120 46 20 


Tabelle VII. 


Versuch 20. Dell. Phosphatkurve niichtern und nach Glucosebelastung. 





Anorganisches Phosphat in mg-°!, 


Zeit niichtern 1Std. nach 80g Glucose 
Min cl S04 cr Soy 
0 3.1 3,2 2.8 2.9 
50 3.0 2.3 ‘7 2.4 
60 2,5 1,3 1,6 1.8 
90 2,2 1,1 15 1,5 
120 1.9 0.8 i,1 1,6 


Nimmt man die von uns im vorstehenden gegebene Annahme als 
richtig an, daf es durch Kohlenhydratzufuhr zu einer endogenen 
Insulinisierung kommt, dann kénnte man den Ausfall unserer Versuche 
dahin deuten, daB Insulin die Glykolyse beschleunigt. Dies jedoch 
nicht in dem Sinne, daB das Insulin nun direkt in den Ablauf der 
Glykolyse katalysierend eingreift. Vielmehr ist es bei der bereits mehr- 
fach betonten Analogie zwischen der Glykolyse des Blutes einerseits, 
der alkoholischen Garung andererseits naheliegend, die Wirkung der 
vorhergehenden Kohlenhydratbelastung darin zu suchen, daf unter 
dem EinfluB des endogenen Insulins intermediir Kohlenh ydrat phosphor- 
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sdureester entstehen, welche, ahnlich wie Hexosediphosphat auf die 
Girung, nun ihrerseits beschleunigend auf den glykolytischen Zerfall 
einwirken. Von diesem Gesichtspunkt aus haben wir den EinfluB der 
verschiedenen Hexosephosphorsiuren auf den Ablauf der Glykolyse 
geprift. Zur Untersuchung kam hexosediphosphorsaures Magnesium 
sowie die durch Umsetzen mit der berechneten Menge Magnesiumsalz 
aus den Bariumsalzen in Lésung erhaltenen Magnesiumsalze des Neuberg- 
schen und Robisonschen Esters!. Wahrend nun weder der Robisonsche 
Glucoseester noch der Neubergsche Fructoseester irgendeinen EinfluB 
auf den Ablauf der Glykolyse erkennen lieBen, ergab sich, dab Hexose- 
diphosphat zweijellos die Induktionszeit der Glykolyse zum Verschwinden 
bringt. 
Tabelle VIII. 
EinfluB von Hexosediphosphat auf die Glykolyse. 





Versuch 21, Hu Versuch 22, Dreg 
Zeit Glucose in mg-°/9 Glucose in mg-°/; 
Min. Kontrolle dighenghas ° Kontrolle PE nn sid 
0 109 10) 100 100 
5 10) 93 100 | $7 
10 100 92 100 87 
15 100 88 98 86 
20 100 86 92 83 
25 97 84 89 SI 
35 89 84 80 72 
50 87 72 73 66 
65 85 70 69 64 
95 77 65 67 59 


* Zusatz 4,626 mg hexosediphosphorsaures Mg 
** Zusatz 5,132 mg hexosediphosphorsaures Mg 


A] 


In dieser Einwirkung des Hexosediphosphats auf die Glykolyse 
des Blutes méchten wir einen Beweis dafiir sehen, daB die Analogie 
zwischen der Blutglykolyse und der Hefegdrung nicht nur formaler Natur 
ist. Immer mehr scheint vielmehr die Anschauung Neubergs, dab der 
Kohlenhydratstoffwechsel in der belebten Natur prinzipiell den gleichen 
Gesetzmabigkeiten folgt, sich zu bestaitigen. Nur in den Endgliedern 
des Umsatzes scheint sich die Differenzierung auszuwirken, wahrend 
der erste Angriff auf das Hexosemolekiil und der Mechanismus dieses 
Angriffs fiir die gesamte belebte Natur der gleiche zu sein scheint. 


5. Zusammenfassung, 


1. Die Auswertung einer gréBeren Reihe von Glykolvsekurven 
ergibt, daB die Anwendung der Gleichung einer Reaktion erster Ordnung, 


' Fiir die Uberlassung der Priiparate méchten wir auch an dieser 


Stelle Herrn C. Neuberg unseren verbindlichsten Dank aussprechen. 
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auch mit den von Fukushima eingefiihrten Korrekturen fiir die Adsorp- 
tion und die Abnahme der Fermentaktivitat, zu wenig einheitlichen 
Reaktionskonstanten fiihrt. Das gilt namentlich fiir die Anfangszeit 
der Glykolyse. 

2. Bei der Untersuchung des Blutes niichterner Versuchspersonen 
ergibt sich, dali auch die Blutglykolyse cine Induktionszeit von 15 bis 
30 Minuten zeigt. Sulfationen bringen diese Induktionszeit der Glykol yse 
zum Verschwinden. 

3. Die Blutglykolyse wird in gleicher Weise wie durch Phosphat 
auch durch Arseniat beschleunigt. 

$. Das anorganische Phosphat zeigt wihrend der ersten Stunden 
der Glykolyse regelmaBig einen Abjall, der als Ausdruck der auch 
fiir die Blutglykolyse obligaten Phosphorylierung angesehen werden 
mub. Sulfationen wirken beschleunigend auf den Abfall des anorganischen 
Phosphats. Die beschleunigende Wirkung des Sulfations auf die Blut- 
glvkolyse kann durch eine Aktivierung der Phosphorylicrung erklart 
werden. 

5. Vorhergehende Kohlenhydratbelastung (endogene Insulinisierung) 
bringt die beim Niichternen beobachtete /nduktionszeit der Glykolyse 
zum Verschwinden. Der Abjfall des anorganischen Phosphats setzt 
nach Kohlenhydratbelastung rascher ein und erreicht tiefere Werte 
als im Niichternblut. 

6. Zugesetztes Hexosediphosphat, nicht aber Hexosemonophosphat 
(Neubergscher, bzw. Robisonscher Ester), bringt die Induktionszeit 


zum Verschwinden und beschleunigt die Glykolyse. 











it 


n 








Biochemische Umbildungen der Essigsiure durch Schimmelpilze 
und iiber den Chemismus der Citronensiurebildung. 


Von 
7. Chrzaszez und D. Tiukow. 


(Aus dem Institut fiir landwirtschaftliche Technologie der Universitat in 
Poznan, mit Unterstiitzung durch die Naukowa Organizacja Gorzelnict wa. ) 


(Eingegangen am 20. Oktober 1930.) 


In unserer vorhergehenden Arbeit haben wir bei Erwagung des 
Unterschieds des Zuckerverbrauchs durch die beiden Penicillium- 
gruppen der Saureanhaufer und Starkebildner die Ansicht ausgesprochen, 
daB beim Zuckerabbau, der in zwei Phasen vor sich geht, die Citronen- 
sdure und ihr nahestehende Substanzen unter den Zwischenprodukten 
der zweiten Phase zu suchen sind, also nach der Essigsaure!. Unsere 
Ansicht vertritt hier den physiologischen Standpunkt. 

Schon P. Mazé und A. Perrier? atten bemerkt, da der Zuckerabbau 
bei den Organismen entweder vom chemischen oder vom physiologischen 
Standpunkt aus betrachtet werden kann. Chemiker bezeichnen diesen 
Vorgang als ,.’oxvdation directe, elle porte sur Valiment comme sur le 
charbon dans le foyer dune machine‘. Physiologen dagegen gehen 
bei der Betrachtung dieses Prozesses davon aus, daB hier indirekte Oxy- 
dationen vorliegen. 

Auch heute werden diese zwei Richtungen verfolgt, um die Zer- 
legung von Kohlenhydrat (Zucker) durch Organismen. zu erklaren. 
Manche Autoren nahmen gleich am Anfang bzw. fast gleich am Anfang 
eine direkte Beteiligung des Sauerstoffs an, andere wieder finden diese 
Beteiligung des Sauerstoffs erst bei den weiteren tiefgreifenden Zucker- 
abbauprozessen. Diese verschiedenen Ansichten sind in einer Reihe 
von Hypothesen enthalten, deren Hauptpunkt die Frage nach der Ent- 
stehung der Citronenséure ist, ein Produkt, das am baufigsten an- 
getroffen wird und mit einigen Ausnahmen in fast allen Schimmel- 
pilzkulturen von Penicillium und Aspergillus vorkommt. 

Die erste Ansicht geht von der Tatsache aus, dab Gluconsaure 
durch Oxydation der Glucose durch Schimmelpilze (Aspergillus niger) 


' T. Chrzaszez u. D. Tiukow, diese Zeitschr. 222. 243, 1930. 
2 P. Mazé u. A. Perrier, C. vr. 189, 311, 1904. 


Biochemische Zeitschrift Band 229. 23 





344 T. Chraaszez u. D. Tiukow: 


entsteht und daB in solehen Kulturen sich sowohl Citronensadure als 
auch Gluconsaure bildet. 


Zu dieser Richtung sollte man die alte Hypothese rechnen, die zu 
einer Zeit aufgestellt wurde. als man von der Gluconsiurebildung durch 
Schimmelpilze noch nichts wuBte. Wir meinen die ,,Parasaccharinsiure- 
hypothese*t von Knoop und Windaus', die spiter auch von Buchner und 
Wiistenfeld? vertreten wurde. Dieser Hypothese fehlen jedoch die experi- 
mentellen Beweise. Sie wurde noch zur Aufstellung einer neuen Hypot hese 
gebraucht, und zwar der ,,Ketipinséurehypothese’’ von Franzen und 
Schmidt’, die sich auf rein chemische Versuche stiitzt. Nach dieser Hypot hese 
wird die Glucose zu Zuckerséiure oxydiert, welche weiter zu Ketipinsiure 
disproportioniert wird; ahnlich der Benzilumlagerung soll diese Ketipin- 
siure in Citronensadiure tibergehen. 

Anders stellte diese Frage W. Butkewitsch, welcher mit der Glacuron- 
siurehypothese auttrat‘, wonach die Gluconsiéure nach innerer Aldol- 
kondensation durch Abspaltung und Oxydation des gebildeten Fiinte1 
ringes in Citronensaéure tibergehen soll. 

Dieser Hypothese nahe steht eine andere, und zwar die ,,2-Keto- 
gluconsaéurehypot hese“. 

Diese beiden Hypothesen sind jedoch gleichfalls ohne experimentelle 
CGrundlage. 

F. Challenger, V. Subramaniam und T. K. Walker® sprechen wiede1 
auf Grund ausfiihrlicher Versuche und experimenteller Beweise die Ansicht 
aus, daB die Glucose zuerst zu Gluconsiure und dann zu Zuckerséure 
oxydiert wird, die aber tiber B, y-Ketipinsiiure in Citronenséure tiber- 
geht. Letztere soll ther Acetondicarbonsaéure und weiter Malonsdure in 
Essigsiure umgewandelt werden, welche zu Glykolséure, dann zu Glyoxal- 
siure, ferner zu Oxalsiiure und endlich zu CO, und H,O oxydiert wird. 

Die zweite Richtung zur Erklarung des Zuckerabbaues bei den 
Schimmelpilzen, eigentlich der sich dabei bildenden Citronensaure, 
nimmt als Grundlage an, daB die Beteiligung des Sauerstoffs erst bei 
weiterem Zuckerabbau_ stattfindet. Den Ausgangspunkt fiir diese 
Richtung bildet das klassische Schema von C. Neuberg fiir den fermen- 
tativen Zuckerabbau, wie auch die von ihm und seiner Schule und durch 
andere Forscher erbrachte experimentelle Feststellung von Acetaldehyd 
bzw. von Alkohol bei anaeroben Bedingungen der Schimmelpilz- 
zichtung®. 


' Fr. Knoop u. A. Windaus, Chem. Ztg. 29, 564, 1905. 

2 Buchner u. Wiistenfeld, diese Zeitschr. 17, 395. 1909. 

3-H. Franzen u. F. Schmidt, B. 58, 222, 1925. 

4 W. Butkewitsch, diese Zeitschr. 145, 442, 1924; 154, 177, 1924. 

5 F. Challenger, V. Subramaniam u. T. K. Walker, Journ. Chem. Soc. 
200, 3044, 1927. 

6 Nagayama, diese Zeitschr. 116, 303, 1921; Neuberg u. Cohen, eben- 
daselbst 122, 204, 1921; W. Butkewitsch, ebendaselbst 154, 177, 1924; 
K. Bernhauer, ebendaselbst 202, 164, 1928; Mazéu. Perrier, Ann. de lInst. 
Pasteur 18, 553, 1904; S. Kostytschew. H. 65, 350, 1910; Kostytschew u. 
M. Afanassjew, Jahrb. f. Wiss. Bot. 60, 628, 1921; wie auch andere 
Autoren. 
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Zu Hypothesen dieser Richtung muB man auch die Acetaldehyd 
hypothese von Euler rechnen', es tehlten ihr jedoch experimentelle Beweise. 
Von besonderem Interesse ist auch die Angabe von P. Mazé und A. Perrier ?, 
in Schimmelpilzkulturen mit Alkohol Citronensiéiure gefunden zu haben. 
Weitere Priifungen konnten diese Beobachtung jedoch nicht bestatigen. 
Unter diesen Bedingungen erhielten weder Buchner und Wiistenfeld®, noch 
Herzog und Polotzky*, noch C. Wehmer® Citronensiure. 

Wir wollen hier noch die Ansicht L. Clausens und Horis iiber die Ent- 
stehung der Citronensiure erwahnen, zu einer Zeit, als vom Wesen der 
Alkoholgirung im modernen Sinne noch nichts bekannt war. Nach der 
Feststellung durch W. Wislicenus®, da® Essigester und Oxalsaureester sich 
bei Gegenwart von Natriumathylat zu Oxalessigester verbinden, erhielten 
Clausen und Horr? aus letzterem Produkt bei Gegenwart von Kalium- 
acetat schon bei gewéhnlicher ‘Temperatur den Ester der Aconitoxalséure 
und aus dieser durch Behandlung mit Alkali die Aconitsiure, die das 
Kohlenstoftskelett der Citronensiiure besitzt und tiberhaupt der letzteren 
sehr nahe steht. Auf Grund dieser Tatsache nahmen die Autoren an, daB 
die Citronenséiure auf ahnliche Weise bei den Pflanzen entsteht. 

Mazé und Perrier® sind der Ansicht, daB Citronensdéure beim Ze 
setzungsprozeB der Zellen entsteht. S. Kostytschew und W. Tschesnokow® 
nehmen zwar an, dai Citronensaiure aus Zucker entsteht, aber dieselbe 
soll zum EiweiBautbau notwendig sein und deshalb erst ;dann angehauft 
werden, wenn dieser Autbau durch Verbrauch des Stickstotfs im Nahrboden 
zum Stillstand gebracht wird. Im Grunde genommen besehattigen sich 
beide Hypothesen mit der Erklétung der Citronensiureanhaufung im 
Nahrboden, nicht aber mit dem Mechanismus bzw. Chemismus ihrer Ent- 
stehung. 


Obgleich, wie aus obigem ersichtlich, die Vertreter der chemischen 
Richtung bei der Erklarung der Umwandlung des Zuckers durch 
Schimmelpilze, besonders der Citronensiureentstehung mehr experi- 
mentelles Materia] besitzen, um ihre Ansichten zu stiitzen (Challenger, 
Subramaniam und Walker, ebenso Franzen und Schmidt), so wollen 
wir doch auf die Schwierigkeiten hinweisen, welche wir in ihrer Er- 
klarung der Citronenséureentstehung finden. In dieser rein chemischen 
Erklarung finden wir keinen Zusammenhang der  Citronensaure- 
entstehung mit der Rolle, welche der Enzymkomplex, den wir als 
,Zymase™ bezeichnen, in den Schimmelpilzkulturen spielt. Wenn wir 


1 Kuler, Grundlagen und Ergebnisse der Pflanzenchemie II]. Teil, 
S. 182, 1909. 
P. Mazé u. A. Perrier, C. vr. 189, 311, 1904. 
Buchner u. Wiistenfeld. ebendaselbst. 
Herzog u. Polotzky, H. 59, 125, 1909. 
C. Wehmer, Chem. Ztg. 37, 1393, 1913. 
W. Wislicenus, Liebigs Ann. d. Chem. 216, 315, 1888. 
7 Clausen u. Hori, B. 24, 120, 1891. 
ei. 
9s. 
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Kostytschew u. W. T'schesnokow, Planta Arch. ft. Wiss. Bot. 4, 
181, 1927. 





346 T. Chrzaszez u. D. Tiukow: 


sogar annehmen, daB sich der enzymatische Apparat beim Aspergillus 
niger auf Evolutionswegen schon soweit von dem der Hefe anderte, 
daB der Zucker auf ganz anderen Wegen abgebaut wird, d.h. ohne 
Mitwirkung von Zymase, wie es die rein chemischen Hypothesen 
fordern, so finden wir doch keine Erklirung dafiir, warum derselbe 
Aspergillus niger, wie auch eine ganze Reihe anderer Schimmelpilze 
unter anaeroben Bedingungen doch Alkohol bilden. Ebenfalls finden 
wir keine Erklarung fiir die Entstehung des Acetaldehyds, der sogar 
unter normalen Bedingungen bei Gegenwart von Natriumsulfid bzw. 
Dimedon, wenn auch in kleinen Mengen festgestellt worden ist!. 

Ferner weisen wir auf die Tatsache hin, daB die Mucorineen wie 
auch Dematien, die doch dem Aspergillus niger ziemlich nahestehen, 
abhangig von Ziichtungsbedingungen sich einmal wie Hefe verhalten, 
andermal wieder wie typische Schimmelpilze. Es ist wahr, daB solche 
Schimmelpilze wie Penicillium, Aspergillus unter anaeroben Bedingungen 
sehr wenig Alkohol bzw. Acetaldehyd produzieren, was Butkewitsch 
wie auch Bernhauer hinderte anzunehmen, da Citronensiiure aus 
Zucker auf dem Wege iiber Athylalkohol entstehen kann. Wichtig 
ist aber hier, daB das Verhaltnis der ausgeschiedenen CO,-Menge zum 
Alkohol 1:1 ist?, es besteht hier also dasselbe Verhaltnis wie bei der 
Garungshefe. Diese beweist uns im Grunde die Ahnlichkeit des 
physiologischen Apparates der Hefe mit demjenigen der Schimmelpilze. 

Wenn wir sogar annehmen, dab die Gluconsiure als Haupt- 
ausgangsprodukt der Citronenséureentstehung anzusehen ist, so finden 
wir keine Erklarung fiir die Falle, wo wir diese Saure in Schimmelpilz- 
kulturen nicht feststellen. In den letzten Untersuchungen der 
japanischen Verfasser H. Tamiyd und 7’. Hida® iiber eine Reihe von 
Aspergillusarten wurde festgestellt, daB es auch solche Aspergillus- 
arten gibt, die keine Gluconsaure bilden (Asp. soya, Asp. ostianus). 
Auch wir finden in unserer Penicilliumkollektion eine ganze Reihe 
solcher Arten, in deren Kulturen wir keine Gluconsaure feststellten. 
Die Gluconséureentstehung ist bis jetzt noch nicht geniigend klar- 
gestellt. 

Andererseits ist wieder bekannt, daB manche Schimmelpilze Sauren 
bilden, die wir im oben angegebenen Schema des Mechanismus der 
Citronensdureentstehung von Challenger, Subramaniam und Walker 


' Neuberg u. Cohen, diese Zeitschr. 122, 204, 1921; Nagayama, eben- 
daselbst 116, 303, 1921; K. Bernhauer u. K. Schon, ebendaselbst 202, 
164, 1928. 

2 Kostytschew u. Afanassjew, Jahrb. f. wiss. Bot. 60, 628, 1921; Kosty- 
tschew u. P. Eliasberg, H. 111, 141, 1920. 

3 Tamiyd u. Hida, Acta phytochim. H. 3438, 1929, durch C. TI. 
S. 2263, 1930. 
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nicht finden und die auch nicht hineinpassen, wie die Fumarsaure 
(Mucor stolonifer)! oder Apfelsiure (Aspergillus fumaricus)?. Die Ent- 
stehung dieser Sauren miiBte also auf anderem Wege vor sich gehen. 
Diese Annahme ist fast unmédglich, denn zwischen der Fumarsiure 
und der Apfelsiure und der Entstehung der Citronensiure miiBte ein 
Zusammenhang nicht nur in physiologischem, sondern auch in 
chemischem Sinne existieren. Deshalb sind alle Erklarungen der 
Citronensdureentstehung, die nur vom chemischen Standpunkt aus be- 
trachtet wurden, unzureichend, denn die physiologische Seite ist ganz 
unberiicksichtigt. Die Feststellung eines Produkts unter gewissen 
Ziichtungsbedingungen des Schimmelpilzes erklart uns nicht, ob es 
sich um ein Haupt-, Zwischen- oder Nebenprodukt handelt. Die Zahlen 
von F. Challenger, V. Subramaniam und 7. K. Walker zeigen®, dab einige 
Produkte, welche sie erhielten, eigentlich zu den Nebenprodukten zu 
rechnen sind. 

Vom physiologischen Standpunkt aus wird Zucker durch die 
Organismen hauptsachlich verbraucht, um die Kérpersubstanz auf- 
zubauen und um die notwendige Lebensenergie zu schaffen. Alle diese 
Prozesse, welche entweder abbauender oder synthetischer Natur sind, 
verlaufen gleichzeitig bzw. fast gleichzeitig, und deshalb bestehen 
grobe Schwierigkeiten, zu unterscheiden, welches Produkt als Resultat 
der einen bzw. der anderen Prozesse (synthetische oder abbauende) 
anzusehen ist und was Haupt-, Zwischen- oder Nebenprodukte 
sind. Ein Abbauprodukt, das als Energiequelle dient, kann gleich- 
zeitig ein Hauptmaterial der hier vorkommenden synthetischen Kette 
sein, wie wir es bei der Oxalsiure gezeigt haben. 


Obige Ausfithrungen beriicksichtigend, sind wir geneigt, den physio” 
logischen Standpunkt als maBbgeblich zu betrachten, nachdem der 
Zucker erst nach einer Reihe von Abbauprozessen Produkte liefert, 
welche dann Prozessen unterliegen, bei denen der Sauerstoff mitwirkt. 
Diese Reihe der Abbauprozesse des Zuckers ist uns durch Neubergs 
Befunde bei der Zuckergirung erklirt. Die Feststellung von Acet- 
aldehyvd und Alkohol bei Schimmelpilzen unter anaeroben Lebens- 
bedingungen, ferner das Vorhandensein von Zymase bei ihnen, wie 
auch die genetische Verwandtschaft der Schimmelpilze mit der Hefe 
sprechen dafiir, daB die erste Phase der Zuckerabbauprozesse in ahnlicher 
Weise verlaufen mub, wie bei der Hefe festgestellt ist, also Zucker 
—  Phosphorylierung —» Methylglyoxal —» _ Brenztraubensiéure 


' Ehrlich, B. 44, 3737, 1911. 

Wehmer, diese Zeitschr. 197, 419, 1928. 

Ebendaselbst. 

T. Chrzaszcz u. D. Tinkow. ebendaselbst 218, 73. 1930. 
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— > Acetaldehyd — Alkohol. Weiter folgen die Prozesse, bei denen 
der Sauerstoff lebhaft mitwirkt. 

Ob die erste Phase des Zuckerabbauprozesses bei den Schimmel- 
pilzen ganz identisch mit derjenigen der Hefe ist, oder ob hier einige 
Abweichungen vorkommen, indert an unserer Ansicht nichts. Es ist 
sogar anzunehmen, da derartige Abweichungen abhangig von den 
Ziichtungsbedingungen der Schimmelpilze modglich sind, derart, dab 
der Sauerstoff bei manchen Reaktionen schon bei der ersten Phase 
mitwirkt, und andererseits laufen wahrscheinlich in der zweiten Phase 
wieder solche Prozesse ab, bei denen der Sauerstoff keinen EinflubB 
ausibt. 

Wir sind also der Ansicht, da Produkte wie Citronensiure und 
ahnliche in der zweiten Phase entstehen, d.h. nach dem Athylalkohol, 
obgleich die Versuche, aus Alkohol Citronensiéiure zu erhalten, bis jetzt 
fehlschlugen. 

Wir finden auch in der Literatur gewisse Bestatigungen unserer Ansicht. 
Versuche, aus Produkten des Zuckerabbaues Séuren zu erhalten, die in 
Schimmelpilzkulturen bei der Zuckerumwandlung- entstehen, _ fiihrte 
Gottschalk* aus. In Kulturen des Mucor stolonifer auf Brenztraubenséiure 
fand er Fumarsiéure, ebenso Essig und Milchsiiure. F. Ehrlich halt diese 
Angabe fiir unbewiesen”. Ebenso finden W. Butkewitsch® und M. Fedorof/ 
diese Sauren nicht vor, und spiter vermibte sie Gottschalk* selber. 

W. Butkewitsch und M. Fedoroff erhalten spater in Kulturen des 
Mucor stolonifer auf Essigsiiure und Ca-Carbonat Fumar- und Bernstein- 
siure5. In seiner letzten Arbeit ®, welche nach AbschluB unserer vor- 
liegenden Untersuchungen erschien, gibt er an, daf es ihm gelungen ist, 
Fumarsiure in Kulturen mit Athylalkohol zu erhalten. Die Entstehung 
der Fumarséure aus Zucker durch den Mucor stolonifer geht also iiber 
Athylalkohol, Essigsiure und Bernsteinsiure vor sich, wobei auch Oxal- 
siure festgestellt wurde. 

Unabhangig von Butkewitsch haben wir eine Reihe von Unter- 
suchungen iiber Penicillien auf Nahrboden mit Essigsiure durch- 
gefiihrt, welche einerseits Butkewitschs Beobachtungen iiber Ent- 
stehung von Bernstein., Fumar- und Oxalséure bestaétigen, aber gleich- 
zeitig fiihren uns dieselben weiter, denn wir stellen Apfelsdure und 
Citronensdure fest. 

In vorliegender Arbeit wollen wir die Bedingungen angeben, unter 
welchen wir die oben erwihnten Séuren in der zweiten Phase des 
Zuckerabbaues erhielten und identifizierten. 


! 4. Gottschalk, H. 152, 136, 1926. 
2 F. Ehrlich u. J. Bender, H. 170, 118, 1927. 


3 W. Butkewitsch u. M. Fedoroff, diese Zeitschr. 207, 303, 1929. 
A. Gottschalk, H. 172, 314, 1927. 

5 W. Butkewitsch u. M. Fedoroff, diese Zeitschr. 207, 302, 1929. 
® Dieselben, ebendaselbst 219, 87 und 103, 1930. 











en 


el- 
ige 


en 
al 
ise 
ise 


ul} 


nd 
ol, 
zt 


ht. 

in 
ite 
ire 


Se 








Biochemische Umbildungen der Essigsiure durch Schimmelpilze usw. 349 


Obgleich, wie bekannt, Penicillien nur auf sehr verdiinnter Essig- 
siure wachsen, haben wir es dennoch versucht, dieselben auf ver- 
schieden konzentrierten Lésungen von essigsauren Salzen zu zitichten. 
Diese Untersuchungen schlugen aber fehl, und deshalb entschlossen 
wir uns, mit schon fertiger Pilzdecke zu arbeiten. Als Versuchsmaterial 
verwendeten wir Penicillium ,,X°*, welches ein typischer Citronensdure- 
anhaufer ist. 

Experimentelles. 

In eine Reihe Erlenmeyerkolben (meistens fiinf) von 750 cem 
Inhalt, mit siiBer Bierwiirze, impften wir nach vorheriger Sterilisierung 
den Schimmelpilz durch Sporenaussat. Nach guter Entwicklung des 
Pilzes. was gewohnlich 7 bis 10 Tage dauerte, wurde die Fliissigkeit 
unter sterilen Bedingungen fortpipettiert und die Pilzdecke mehrere 
Male mit sterilisiertem Wasser ausgewaschen, worauf entsprechende 
Mengen sterilisierter Acetatlésung des untersuchten Kations zugesetzt 
wurden. Nach Ablauf von ungefaihr 7 Tagen wurde die Acetatfliissigkeit 
analysiert. 

I. Untersuchung mit Ca-Acetat. | 

In fiinf Kolben mit der fertigen Pilzdecke gaben wir nach oben 
erwahnter Vorbereitung 800 ccm. sterilisierter Lésung von 24,5 ¢ 
Ca-Acetat 15,46¢ Essigsdure. 


Nach 7 Tagen, als sich ein Niederschlag am Boden des Kolbens 
auszuscheiden begann, filtrierten wir die Fliissigkeit in 1000 cem- 
MeBkolben, welche wir bis zur Marke erginzten. Die Flissigkeit zeigt 
alkalische Reaktion. Die Pilzdecke wurde mit verdiinnter Essigsaéure- 
lésung behandelt, um den anhaitenden Niederschlag zu losen, wobei 
CO, entstand (Lésung A), und dann nach Auswaschen und Trocknen 
bei einer Temperatur von 95 bis 100° C gewogen. Das Pilzdeckengewicht 
betrug 8,69 g. 

20cem von l0OOcem Fliissigkeit wurden fiir die Essigsadure- 
bestimmung durch Wasserdampfdestillation genommen, es zeigte sich, 
daB noch 2,09 g Essigsiiure verblieben waren. Der Schimmelpilz hat 
demnach 13,42 g (86,8°,,) verbraucht. 

Den Rest der Fliissigkeit, also 980 com, engten wir auf dem Wasser- 
bad bis auf etwa 300cem ein. Bei dieser Konzentration schied sich 
ein Niederschlag aus, der abfiltriert und in Essigsiure aufgelést wurde, 
wobei sich gleichfalls CO, entwickelte (Lésung B). 

Die Lésungen A und B wurden vereinigt, mit Ammoniak neutrali- 
siert und mit Pb-Acetatlésung versetzt. Der ausgeschiedene Nieder- 


schlag von Bleisalz wurde abfiltriert und nach Auswaschen mit Schwefel- 
wasserstoff zersetzt. Das Bleisulfid wurde abfiltriert, das Filtrat auf 
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dem Wasserbad eingedampft und der Riickstand im Exsikkator ge- 
trocknet. Die Menge der erhaltenen Substanz betrigt kaum einige 
Milligramm. Zur Ausfiihrung einiger Reaktionen wurde der Nieder- 
schlag verbraucht, ohne daB wir feststellen konnten, welche chemischen 
Verbindungen vorlagen. 

Die klare, eingeengte Ausgangsfliissigkeit wurde mit Pb-Acetat- 
lésung versetzt, wobei sich ein kriftiger Niederschlag bildete. Am 
nachsten Tage wurde der Niederschlag abfiltriert und ausgewaschen. 
Im Filtrat wurde der Kalk mit kleinem UberschuB an Oxalsiure ge- 
falit und das Ca-Oxalat abfiltriert. Dann schieden wir die iiber- 
schiissige Oxalsiure durch Zusatz von Bleiacetat aus; nach <Ab- 
filtrieren des Niederschlags versetzten wir die klare Fliissigkeit mit 
Pb-Acetatlisung und einem UberschuB an Alkohol. 

Den jetzt erhaltenen Niederschlag spiilten wir zusammen mit dem 
vorherigen in einen Kolben und setzten soviel destilliertes Wasser zu. 
da das Volumen der Fliissigkeit etwe 700 cem betrug. Dann 
wurde soviel Essigsiure zugesetzt, dab ihre Konzentration etwa 3°, 
betrug. Diese Mischung stellten wir auf ein Wasserbad von 70° C 
und schiittelten etwa alle 5 Minuten. Nach Verlauf einer Stunde 
war der Niederschlag aufgelést, wobei die Fliissigkeit Triibung zeigte. 
Die Fliissigkeit wurde durch Filtrieren geklairt, erhitzt und mit 
Schwefelwasserstoff behandelt. Das ausgeschiedene Bleisulfid wurde 
abfiltriert und das Filtrat auf dem Wasserbad zur Trockene ein- 
gedampft. Der Riickstand wurde bis zur Gewichtskonstanz im Exsik- 
kator getrocknet und dann gewogen. Das Gewicht der Trockensubstanz 
betrug 6,5 g. Die weitere Untersuchung ergab, dab die Substanz aus 
zwei Koérpern bestand, und zwar hauptsachlich aus Bernsteinsiure und 
aus |-Apfelsiure, wie die Resultate der Analysen zeigen. 


Der Schmelzpunkt des Gemisches lag bei 140°C., die Lésung 
zeigte nach Neutralisierung mit Ammoniak sogar beim Kochen mit 
CaCl, keinen Niederschlag, und es schied sich ein solcher erst beim 
Zusatz von Alkohol aus. 

1,5833 g dieser Substanz, in 50ccm Wasser gelést, zeigte im 
Polarisationsapparat eine Drehung von —-0,1°. 20 cem dieser Lésung 
wurden mit 5ccm gesattigter Lésung von Uranylacetat versetzt und 
nach 20 Minuten polarimetrisch untersucht; es ergab sich eine Drehung 
von 2,37°, was auf das Vorhandensein von Apfelsdure hinweist. 


Dann wurden 4g der untersuchten Substanz auf dem Wasser- 
bad in kleiner Wassermenge gelést und die konzentrierte Lésung 
in den KEisschrank zur Kristallisation gestellt. Die unter diesen 
Bedingungen auskristallisierte Substanz zeigte nach weiterer Um- 
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kristallisierung aus Wasser und Alkohol alle Eigenschaften der Bern- 
steinsaure. thr Schmelzpunkt betrug 184,5°C und blieb unverandert 
auch bei Zugabe reiner Bernsteinséiure (AKahlbaum). 
0.1223 ¢ Substanz brauchten zur Neutralisiernung 
20.55 com n/10 Natronlauge 
berechnet 20.70 .,) n/lo 
0.0643 g¢ Substanz brauchten zur Neutralisierung 
10,80 cem n LO Natronlauge 
berechnet 10.90) ..) on LO 


Auf Grund obiger Zahlen kénnen wir behaupten, da’ die unter- 
suchte Substanz Bernsteinséiure war. 

Diese Auskristallisierung aus der Mutterlauge wurde noch einige 
Male wiederholt, wobei sich alle auskristallisierten Praparate aus 
obiger Flissigkeit als Bernsteinséiure erwiesen. Darauf wurde die 
iibrig gebliebene Fliissigkeit, welche keine Kristalle mehr ausschied, 
auf dem Wasserbad eingedampft unc der Riickstand im Exsikkator 
getrocknet. Der Schmelzpunkt betrug 117°C. In dieser Substanz, 
welche ohne Zweifel noch Bernsteinsiure enthielt, haben wir die An- 
wesenheit von |-Apfelsiure nachgewiesen. Zu diesem Zwecke ver- 
wendeten wir die Eigenschaft der |-Apfelsiure, durch Erwirmen auf 
140 bis 145° C in Fumarsaure tiberzugehen. Zuerst aber machten wir den 
Versuch mit einem Merckschen |-Apfelsiurepraiparat, welches wir in einer 
Porzellanschale auf et wa 140°C erwairmten. Die Substanz nahm nach dem 
Schmelzen eine braune Farbung an, worauf nach gewisser Zeit auf ihrer 
Oberfliche sich eine weibe, kristallische Masse zeigte. Diese Kristalle 
wurden vorsichtig gesammelt und schmolzen in einem geschlossenen 
Kapillarrohr nach Braunung bei einer Temperatur von 283°C. Die Proben, 
welche wir mit unserer Substanz ausfiihrten, gaben uns genau dasselbe 
Bild, d. h. wir haben auch eine kristallinische Masse bekommen, welche 
in geschlossenem Kapillarrohr bei einer Temperatur von 282° C schmolz. 

Diese Tatsache, wie auch die VergréBerung des Polarisations- 
winkels durch Uranylacetatzusatz zeigen, das unsere Substanz ohne 
Zweifel 1-Apfelsiure enthielt. Unser Schimmelpilz bildete also die 
Essigsiure bei Gegenwart von Calcium und bei alkalischer Reaktion 
zu Bernsteinsiure und |-Apfelsiure um: Fumarsaure wurde nicht 
gefunden. 

I]. Untersuchungen mat Natrinmacetat. 

Die Untersuchungen wurden hier auf ahnliche Weise ausgefiihrt 
wie beim Ca-Acetat. In fiinf Erlenmeyerkolben von L000 com Inhalt 
mit schon entwickelten. Pilzdecken (nach 11 Tagen) wurde nach Ent- 
pipettierung der Kulturfliissigkeit (Bierwiirze) und nach grindlichem 


Auswaschen mit sterilisiertem, destilliertem Wasser eine sterilisierte 
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Lésung (etwa 700 cem) von 40g Natriumacetat (= 17,2g Essigsaure) 
eingebracht. 

Nach 6 Tagen wurde die Pilzdecke abfiltriert und nach dem Ab- 
waschen und Trocknen bei 95 bis 100°C gewogen. Das Gewicht betrug 
7,71 g. Das Filtrat zeigte alkalische Reaktion und enthielt noch 5,8 g 
Essigsiure, verbraucht waren also 11,4 g (66,3 °.,) Essigsaure. Die Lésung 
wurde auf etwa 300 ccm eingeengt und mit Pb-Acetat versetzt. Der 
erhaltene Niederschlag wurde abfiltriert, ausgewaschen und in einen 
Kolben von 750 ccm Inhalt hineingespiilt, worauf 200 ccm 2° ige 
Essigsiure zugesetzt wurden. Nach Erwirmung auf dem Wasserbad 
bei einer Temperatur von 70°C léste sich im Verlauf einer Stunde 
beinahe die Halfte des Niederschlags, der abfiltriert und ausgewaschen 
wurde. 

Die erste Halfte der Bleisalze, welche sich in verdiinnter Essigsaiure 
aufléste, wurde noch warm mit Schwefelwasserstoff behandelt Das 
ausgeschiedene Bleisulfid wurde abfiltriert, das Filtrat auf dem Wasser- 
bad eingedampft und der Riickstand im Exsikkator getrocknet; so er- 
hielten wir 1,5 g Substanz. Diese Substanz wurde in kleiner Menge 
heiBen Wassers gelést und in den Eisschrank gestellt. Nach einiger 
Zeit schied sich eine geringe Menge kristallinischer Substanz aus, die 
jedoch nicht identifiziert werden konnte. Wahrscheinlich war es 
Bernsteinsiure. Nach der Abtrennung dieser Kristalle wurde die 
Lésung nochmals mit Bleiacetat versetzt, das ausgeschiedene Bleisalz 
mit Schwefelwasserstoff zersetzt, das Filtrat vom Bleisulfid auf dem 
Wasserbad eingedampft und der Riickstand im Exsikkator getrocknet. 
Er zeigte die Eigenschaften der |-Apfelsiure. 

0,0216 g des Niederschlags wurden in 15 cem Wasser gelést, mit 
5eem gesattigter Uranylacetatlésung versetzt und dann polarisiert, 
wobei die Drehung 0,22° betrug. Lie Substanz braunte sich beim 
Erhitzen im elektrisch geheizten Exsikkator bei etwa 140°C und 
schied nach einiger Zeit an der Oberfliche weife Kristalle aus, welche 
in geschlossener Kapillarréhre, nach vorheriger Braunung, einen 
Schmelzpunkt von 280° C zeigten. 

Die andere Halfte des Bleisalzes, die sich nicht in Essigsdiure 
aufléste, wurde mit destilliertem Wasser vom Filter in einen Kolben 
gespilt und hei mit Schwefelwasserstoff behandelt. Nach Ab- 
filtrierung des ausgeschiedenen Bleisulfids wurde das Filtrat auf 
dem Wasserbad eingedampft. Der Riickstand wog nach griindlicher 
Trocknung 1,6 g. Er wurde auf dem Wasserbad in kleiner Wasser- 
menge aufgelést und nachher im Eisschrank der Auskristallisierung 
iiberlassen. Nach 24 Stunden schieden sich 0,15 g kristallinische Sub- 
stanz aus. Weitere Untersuchungen ergaben, da diese Substanz 


Fumarsaure war. 
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Die Kristalle schmolzen in’ geschlossener Kapillarréhre nach 
vorheriger Braunung bei einer Temperatur von 280° C. 

0.0254 ¢ dieser Substanz brauchten zur Neutralisierung 

4,25cem n 10 Natronlauge 
berechnet 4.37 .. n/lo 

Diese Daten weisen deutlich auf Fumarsaure hin. 

Da die Mutterlauge keine weiteren Kristalle ausschied, versetzten wir 
sie nochmals mit Pb-Acetat und verfuhren wie oben. Wir erhielten einen 
geringen kristallinischen Niederschlag, der wahrscheinlich Fumarséure 
war, aber wegen zu geringer Menge nicht identifiziert werden konnte. 

Nach Ausscheidung dieser Niederschlige wurde die Fliissigkeit mittels 
der Denigés-Reaktion auf Citronensaiure untersucht. Da die Reaktion 
positiv ausfiel, wurde die Lésung vorsichtig mit Ammoniak neutralisiert 
und nach Einengung mit Ca-Acetat versetzt. Es schied sich so ein Nieder- 
schlag aus, der nach Trocknung 0.9 g betrug, was etwa 0,7 g Citronen- 
siure entspricht. Die Substanz zeigte deutlich Reaktionen der Citronen- 
siure; nach dem Trocknen bei 120 bis 135° C bis zur Gewichtskonstanz 
wurde die CaO-Menge bestimmt. Die Analyse ergab folgende Werte: 

0.1452 g Substanz gaben 0,1203 g CaSO, was 34,10°) CaO entspricht. 

berechnet wurden tur (C,H;O,).Ca, 33,74°, CaO. 
Diese Tatsachen weisen deutlich auf Citronenséure hin. 

Bei Gegenwart von Na-lonen und bei alkalischer Reaktion er- 
hielten wir also durch Einwirkung unseres Schimmelpilzes auf Essig- 
siure ]-Apfelsiure, Fumar- und Citronensaure. 

III. Untersuchung mit Kalinmacetat. 

Die Untersuchungen wurden wie vorher ausgefiihrt. In fiinf Kolben 
von je 750cem Inhalt, mit entwickeltem Mycelium (12 Tage alt), setzten 
wir die sterilisierte Lésung von 40g Kaliumacetat (= !8,8 ¢ Essig- 
siure) zu. Nach 7 Tagen untersuchten wir die Fliissigkeit. Es verblieben 
6,3 g Essigsiure, verbraucht wurden also 12.5 g = 66,5°.,.. Das Gewicht 
des getrockneten Schimmelpilzes betrug 5.38 g. 

Zu der auf etwa 300 ccm eingeengten Fliissigkeit setzten wir 
Pb-Acetat zu, und nach dem Abfiltrieren des Niederschlags fiigten wir 
neue Portionen Pb-Acetat und Alkohol hinzu, was einen neuen Nieder- 
schlag verursachte. Den ersten Niederschalg zersetzten wir mit 
Schwefelwasserstoff, filtrierten vom Bleisulfid ab und dampften das 
Filtrat auf dem Wasserbad ein: der Riickstand wurde im Exsikkator 
getrocknet. Die so erhaltene Trockensubstanz betrug 1,62 g. Wir 
listen sie in kleiner Menge destillierten Wassers und stellten sie zur 
Kristallisation in den Ejisschrank. Es schied sich unter diesen Be- 
dingungen eine kleine Menge Kristalle aus. Die Mutterlauge wurde 
eingeengt und zur weiteren Kristallisation in den Eisschrank gestellt. 
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Die ausgeschiedene Kristallmasse wurde der ersten Kristallsubstanz 
zugesetzt; zusammen betrug ihr Gewicht 0,78g. Die Lésung dieser 
Substanz wurde mit Ca-Acetat versetzt. Es fiel ein Niederschlag aus, 
der weder in Essigséure noch in schwacher Salzsaure sich léste. Der 
Niederschlag wurde abfiltriert und mit Wasser, Alkohol und Ather 
ausgewaschen. 

0,1032 g dieses Kalksalzes lésten wir in verdiinnter Schwefelsaure 
und titrierten mit KMn0O,. Verbraucht wurden 14,0cem KMn0O- 
(1 eem = 0,00455 g wasserfreie Oxalsdiure) = 0,0637 g wasserfreie Oxal- 
siure = 61,72°,. Berechnet 61,64°,. Diese Beobachtungen zeigen, 
daB die untersuchte Substanz Oxalat ist. 

Die Mutterlauge wurde mit Essigsaéure und Ca-Acetat versetzt. Der 
ausgeschiedene Niederschlag wurde abfiltriert und ausgewaschen. Bei 
seiner Identifizierung auf Oxalsaure erhielten wir eine niedrige Zahl, und 
zwar 53,92°,. Daraus geht hervor, daB neben Oxalsiure noch eine 
andere Séure vorhanden sein mub, deren Kalksalz schwer léslich ist. 

Das Filtrat wurde nun mit Pb-Acetat versetzt und der er- 
haltene Niederschlag mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Nach Ent- 
fernung des Bleisulfids wurde das Filtrat auf dem Wasserbad ein- 
gedampft und im Exsikkator getrocknet. Die Trockensubstanz betrug 
0,65g. Die Lésung dieser Substanz zeigte deutliche die Denigés-Reaktion 
auf Citronensdure. Wir neutralisierten also die Lésung vorsichtig mit 
Ammoniak und setzten der angewairmten Lésung tropfenweise Ca- 
Acetat zu. Der ausgeschiedene Niederschlag wurde abfiltriert, mit 
heiBem Wasser und dann gut mit Alkohol und Ather ausgewaschen. 
Die Analyse gab folgende Werte: 

0.1826 g Substanz gaben 0,1431 ¢g CaSO, was 32,26°, CaO entspricht ; 

berechnet wurden fiir (CgH,;O,),Ca,.3 H,O 32,60 °,, 
was auf das Vorhandensein von Citronensdure hinweist. 

Der zweite unter Zusatz von Alkohol ausgeschiedene Niederschlag 
wurde nach der Methodik, die wir unter 1. anfiihrten, untersucht. 
Wir erhielten unter diesen Bedingungen 1,2 g Substanz, und es stellte 
sich heraus, daB dieselbe aus Bernstein- und Apfelsiure bestand. 

Auf Grund obiger Untersuchungen mit Penicillium ,,X*° zeigte es 
sich, daB bei Verwendung von K-Acetat als Nahrboden die Essigsaure zu 
Oxal-, Citronen-, Bernstein-, Apfel- und einer-weiteren Saure verarbeitet 
wird, deren Kalksalz in Essigséure und verdiinnter Salzsiure schwer 
loslich ist. 

IV. Untersuchung mit Bleiacetat. 


Ahnlich wie in den vorhergehenden Untersuchungen verfuhren wir 
auch mit Pb-Acetat. Das Resultat war negativ, denn der Schimmelpilz 
unterlag vollsvindiger Vergiftung und war deshalb nicht imstande, 
Essigsiure zu verarbeiten. 
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Diskussion. 

Unsere Untersuchungen tiber den Verbrauch von Essigséure durch 
Schimmelpilze (Penicillium) zeigen, daB sich hier eine ganze Reihe 
Sauren bildet, Bernstein-, Fumar-, Oxal-,  1-Apfel- 
und Citronensaure, vermutlich auch andere, noch nicht identifizierte 
Sauren. 

Die drei ersten Sauren erhielten schon W. Butkewitsch und Fedorow 


von und zwar 


aus Essigsdure in Kulturen des Mucor stolonifer. Soweit uns bekannt. 
ist unser Befund von ]-Apfelsiure und Citronensiure bei biochemischer 
Verarbeitung die erste in dieser Richtung gemachte Beobachtung. 
Die Entstehung von Citronenséiure aus Essigsiure erlaubt uns an- 
zunehmen, daB der Weg ihrer Bildung in Schimmelpilzkulturen auf 
Zucker tiber Essigséure geht. AuBerdem erlauben uns die Resultate 
unserer Untersuchungen, die Ansichten der einzelnen Verfasser in 
ein einheitliches Bild zusammenzufassen. Die Feststellung von Bernstein- 
und Fumarsaéure in Kulturen des Mucor stolonifer auf Essigsiure 
(W. Butkewitsch und Fedorow'), ferner die von 1|-Apfelsiure in 
Kulturen Aspergillus niger aut Ca-Succinat (H. B. Stent, 
V. Subramaniam und T. K. Walker?), die Bildung von Apfelsiure 
aus Fumarsiéure durch Aspergillus niger (fF. Challenger und Klein®*) 


des 


und der beiden letzten Saéuren aus Bernsteinsdiure auf Muskelgewebe 
(Wieland und Mitarbeiter) spricht unter Beriickkichtigung unserer 
Resultate dafiir, das der Lauf der Entstehung oben genannter Séuren 
auf einer Linie liegt. 
Bernsteinsiure —» Fumarsaéure —> 1-Apfelsiure —> Citronensaure. 


Der Mechanismus ist wie folgt: Essigsiure —> 
Nach Wieland findet in beiden ersten Prozessen eine Dehydrierung 
statt, und es besteht kein Zweifel, das |-Apfelsiure aus Fumarséure 


durch Wasseranlagerung hervorgeht. Chemisch stellen sich diese Reak- 
tionen folgendermaBen dar: 





CH,.COOH (—H) 
+0 


CH,.COOH (—H) 

CH,.COOH (—H) 
+O 

CHg.COOH (—H) 

CH .COOH 

P| + H,O = 

CH .COOH 


CH,.COOH 


i H,O a ss & € 6° (1) 
CH,.COOH 
CH.COOH 
+H,O. (II) 
CH.COOH 
CHOH.COOH 
. (ID 


CH,.COOH 


In welchem Verhaltnis steht die Citronensaure zu diesen Sauren ? 


Die Tatsache ihrer Entstehung aus Essigsiure erlaubt uns folgende 


' W. Butkewitsch u. Fedorow, diese Zeitschr. 207, 


2 H. B. Stent. V. 
S. 1987 und 2485, 1929. 


3 F. Challenger u. L. Klein, ebendaselbst S. 1644, 


Subramaniam 


302, 1929. 
u. T. K. Walker, Journ. chem. Soc. 
1929. 
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Theorie tiber den Chemismus der Citronensaéurebildung aufzustellen: 
Nach Umbildung der Essigsiure durch Debydrierung iiber Bernstein- 
siure zu Fumarséure, weiter nach Umbildung der letzteren durch 
Wasseraddition zu |-Apfelsiure, wird ein Moment eintreten, wo neben 
Essigsiure sich auch Apfelsiureionen vorfinden werden. Es ist nicht 
ausgeschlossen, dab von diesem Augenblick an der Dehydrierungs- 
prozeB einen anderen Weg nehmen wird, d. h. daB beim weiteren ProzeB 
sich jetzt ein Essigsiuremolekiil und ein Apfelsiuremolekiil beteiligen 
werden, wobei Citronensiure entsteht. Diese Reaktion verlauft nach 
folgender Formel: 


CH,;.COOH (—H) CH, COOH 
_ OH ‘ 
CHOH.COOH + O = C<, gO on eons ED 
(—H) COOH 
CHyg.COOH CH, COOH 


Die Reaktionen 1 und 4 verlaufen selbstverstindlich gleichzeitig. 

Die Bildung von Citronenséiure aus Essigsiure durch Penicillium 
spricht dafiir, da auch auf Zuckerkulturen ihre Entstehung tiber 
Essigsiure erfolgt. Es ist als sicher anzunehmen, dab die Essigsiure 
sich aus Zucker auf dem Wege bildet, den uns Neuberg und seine 
Schule gelehrt haben. 

Die Umbildung des Zuckers durch Schimmelpilze stellt sich wie 
folgt dar: Zucker geht tiber die Brenztraubenséure- und Acetaldehyd- 
stufe in Alkohol (erste Phase), weiter in Essigsiure —» Bernsteinsiure 
—» Fumarsiure (Dehydrierung) —> 1-Apfelsiure (Wasseraddition) — 
Citronensaéure (Dehydrierung) ...CO, + H,O (zweite Phase) tiber. 

Jedoch haben wir bis jetzt noch keinen Anhalt fiir die Natur der 
Produkte und der chemischen Vorgiange, die zwischen Citronensaure 
und CO, liegen. Die Bilanz der obigen Reaktionen ist folgende : 

3 CgH yO, 6 CH,CH,OH + 6CO,, 

6CH,CH,OH + 30, — 6CH,COOH. 

6CH,COOH + 30, 2C,H,O, 4H,0O. 
Aus drei Glucosemolekiilen entstehen zwei Citronensiuremolekiile, 
oder von der Saccharose ausgehend, sollten 513 g Saccharose 384 g 
(75°) wasserfreie Citronensiure liefern. Wie bekannt ist, erhalt man 
gewohnlich héchstens etwa 60°, Citronensiure beim Zuckerverbrauch 
durch verschiedene Schimmelpilze (Penicillium, Aspergillus). Héhere 
Ausbeute finden wir bloB in einem Falle, und zwar 85,5°,, des Zucker- 
verbrauchs (W. Butkewitsch'). Man hat jedoch zu_beriicksichtigen. 
daB hier nur ein Versuch durchgefiihrt wurde, und daB die Zah] 85,5 °,, 
Citronensdéureausbeute lediglich aus der Aziditat der Lésung berechnet 
wurde. Ware diese Prozentausbeute der Citronensdéureentstehung 


1 W. Butkewitsch, diese Zeitschr. 142, 195, 1923. 
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nach der tatsaéchlich (durch Fallung) erhaltenen Menge berechnet, so 
wirde sie nur 79,5°,, betragen, und dann bestiinde kein groBer Unter- 


schied mit unserer theoretischen Zahl 75°,.  Deshalb glauben wir 
auch, daB diese Zahlen nicht gegen unsere Theorie der Citronensaure- 
entstehung sprechen kénnen. 

Unter anderem erhielten wir auch Oxalsaure, deren Stellung zu 
anderen Saéuren noch nicht geniigend geklart ist. Es besteht die Ansicht, 
daB Oxalsiure sich auf unbekanntem Wege aus Citronensdure bildet 
(Wehmer, Butkewitsch, Molliard, Bernhauer u.a.). Auch W. Butkewitsch 
und Fedoroff erhielten diese Saure in Kulturen des Mucor stolonifer 
auf Essigsiure. Wie bekannt, produziert dieser Pilz keine Citronen- 
siure. Wir haben seinerzeit die Ansicht geaiuBert!, dab die Oxalsiure 
beim Zuckerabbau iiber die Séuren eine abseitsstehende Stellung ein- 
nimmt, und auch jetzt sind wir der Ansicht, daB es nicht aus- 
geschlossen ist, da Oxalsiure auf unbekanntem Wege aus Fumarsiure 
hervorgehen kann. 

Es bleibt noch der EinfluB des Kations auf die Umwandlung der 
Essigsiure zu besprechen. Wie aus dem Ergebnis unserer Unter- 
suchungen folgt, haben die K- und Na-lonen einen gréferen Einflub 
auf den Verlauf der Umbildung der Essigsdéure als die Ca-lonen. Es 
entstehen hier zahlreiche Sauren, und es hat den Anschein, daB dieser 
UmwandlungsprozeB tiefer greift. Interessant ist auch, daB die Citronen- 
siurebildung dort vor sich geht, wo die Alkalitét gréBer ist, also bei 
Gegenwart von K- und Na-lonen, und es scheint dieses auch von 
EinfluB auf die Bildung ven Oxalsaure zu sein. 

Die Ca-lonen scheinen geringeren EinfluB zu besitzen. Auf die 
Umbildung der Essigséure erscheint dieser EinfluB einfacher; denn 
wir haben bei Gegenwart von Ca-lonen nur Bernstein- und |-Apfel- 
saure gefunden. 

Worauf beruht der EinfluB dieser einzelnen Ionen? Handelt es 
sich hier um rein katalytische Effekte, oder hingt es damit zusammen, 
da der Organismus die entsprechenden Ienen benétigt? Das alles 
miissen uns weitere Untersuchungen klaren. 


1 7. Chrzaszez u. D. Tiukow, diese Zeitschr. 204, 106, 1929. 
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Uber Stérungen des mineralen Regulationsmechanismus 
bei Krankheiten des Rindes. 


(Ein Beitrag zur Tetaniefraze.) 


Von 
B. Sjollema und L, Seekles. 


(Aus dem Laboratorium fiir medizinische Veterinarchemie der Reichs- 
universitat Utrecht.) 


(Eingegangen am 21. Oktober 1930.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Im Jahre 1928 wurden in dieser Zeitschrift Mitteilungen gemacht 
iiber die Bedeutung der Elektrolytkonstellation fiir den Organismus, 
und zwar an Hand von Stérungen der Regulation des Mineralstoff- 
wechsels, welche bei Gebairparese von Kthen in diesem Laboratorium 
gefunden worden waren!. : 

Wir haben nun im Friihjahr 1929 und 1930 besonders auch die 
Stérungen des Mineralstoffwechsels von Kiihen weiter untersucht, 
bei denen Tetanie vorkommt. Diese Tetanie findet sich besonders 
bei Kiihen von hoher Milchleistung wahrend der ersten Tage des 
Weideganges?. 

Weil wir jetzt zwei Krankheiten von Kiihen kennengelernt hatten, 
die beide mit einer Stérung des Mineralstoffwechsels verlaufen, bei 
denen aber die Symptome sehr verschieden sind, so lag es auf der 
Hand, die Blutzusammensetzung bei den beiden Krankheiten zu ver- 
gleichen, besonders die Minerale im Blutserum zu bestimmen. Deshalb 
bestimmten wir nochmals in einer Anzahl Blutproben von Kithen, die 
an Geparparese litten, diese Werte. 


' B. Sjollema, diese Zeitschr. 200, 300, 1928; s. auch Deutsch. Tier- 
arztl. Wochenschr. 37, 17, 1929. 

2 Diese Krankheit wird in den Niederlanden als ,,Kopziekte‘S (Kopf- 
krankheit ) bezeichnet, wohl weil man bis jetzt die Symptome in Zusammen- 
hang mit Stérungen im Zentralnervensystem brachte. Wir deuten sie 
hier als Grastetanie an. 
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Weil von den beiden Krankheiten die eine —— die Grastetanie 
Tetanie als Hauptsymptom hat, die andere -- die Gebarparese -— aber 
gewohnlich durch einen soporésen oder komatésen Zustand gekenn- 
zeichnet ist und nur ausnahmsweise mit Tetanie verlauft (meistens 
zeigen die Tiere eine hochgradige Parese, Exzitation kommt nur 
ausnahmsweise vor), so liefert das hier gegebene Material einen Beitrag 
uber die StGrungen der Regulation des Mineralstoffwechsels bei Tetanie 
und tiber den Zusammenhang zwischen der anormalen Blutzusammen- 
stellung und den Symptomen. 


Symptome der Gebiarparese und der Kopfkrankheit (Grastetanie). 

Wir miissen hier woh] mit einer kurzen Mitteilung tiber die Sym- 
ptome beider Krankheiten anfangen, weil die Gegeniiberstellung dieser 
Symptome wichtig ist. 

Gebarparese tritt meistens in den ersten 2 oder 3 Tagen nach der 
Geburt auf, oft nach leichtem Partus. Die ersten Erscheinungen sind : 
wenig FreBlust, geringe oder harte Mistentleerung und Schwache im 
Hinterteil, die zunimmt. Dieser Teil ist stets zuerst gelahmt, darauf 
folgt meistens die Lahmung der Muskulatur des Pansens, des Darmes 
und der Harnblase. Fast immer treten auch Symptome einer Vagus- 
lahmung und Schlinglihmung auf. 

Die Empfindlichkeit hat bedeutend abgenommen. Bei hoch- 
gradiger Erkrankung sind die Tiere fiir 4uBere Reize gefihllos, sie 
reagieren sogar nicht auf Nadelstiche an den Beinen oder auf dem 
Riicken. Die Cornea kann so unempfindlich sein, dab man sie mit 
den Fingerspitzen beriihren kann, ohne dab das Tier darauf reagiert. 

Im weiteren Verlauf der Krankheit ist die Kuh ganzlich gelahmt 
und. gefiihllos. 

Bei dem gewohnlichen Verlauf der Krankheit ist das Tier sopords. 

Von Grastetanie, die nahezu ausschlieBlich auf der Wiese auftritt 
(nur sehr einzelne Falle kommen bei Winterfiitterung vor), sind die 
Hauptsymptome: Muskelzuckungen (Tremor), schwankender und 
steifer Gang (besonders des Hinterteils), Zuriickgang der Milch- 
leistung (bisweilen sehr plétzlich), wenig FreBlust, grobe Unruhe 
(Nervositat), grobe Empfindlichkeit fiir mechanische Reize! (ein 
derartiger Reiz lést oft einen Anfall von heftigen Konvulsionen aus), 
Herz- und Atmungsfrequenz sind oft erhéht (nicht selten schligt das 
Herz so laut, daB es meterweit hérbar ist). Die Tiere fallen um, und 
es treten dann gew6hnlich Konvulsionen (klonisch-tonische Krampfe) 


1 Die elektrische Erregbarkeit der Muskeln wurde von uns noch nicht 
untersucht. Sehr empfindlich sind die Tiere auch fiir Lichtreize und fiir 
Gerausche. 
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auf, die Tiere schlagen heftig mit den FiiBen. Auch Krampfe von 
anderen Muskeln, z. B. der Kaumuskeln (Trismus), des Augapfels 
(Strabismus und Nystagmus), wie auch der Hals- und Schwanzmuskeln, 
kommen oft vor, weiter auch Kaubewegungen. Nach heftigen Krampfen 
kann zeitlich ein mehr paretischer Zustand eintreten. Nicht selten 
sterben die Tiere schon in einer halben Stunde, nachdem die ersten 
Symptome bemerkt wurden. Bei Grastetanie sind verschiedene 
Muskeln steif, bei Gebarparese hingegen schlaff. 

Die Temperatur ist gewéhnlich nicht erhéht. Es finden sich 
auch Falle, bei denen keine deutlichen Konvulsionen auftreten, wobei 
das Tier mehr in einen Zustand von Depression kommt, oder wobei 
Exzitations- und Depressionserscheinungen abwechselnd vorkommen. 

Ob man bei typischer Gebarparese dann und wann einen exzitierten 
Zustand antrifft, wie wohl angenommen wird, und bei Grastetanie 
einen soporésen Zustand, 1iBt sich schwer entscheiden. Die Symptome 
beider Krankheiten sind zwar in vieler Hinsicht einander entgegen- 
gesetzt, es kommen aber auch Faille vor, bei denen das Bild fiir keine 
von beiden Krankheiten das typische ist. 


Methodisches. 


Es wurde von den verschiedenen Blutproben das Serum auf den Gehalt 
an Totalealeium, an anorganischer Phosphorsiure, an Totalmagnesium, 
an diffusiblem Calcium, Magnesium und anorganischer Phosphorsiure — 
also im Ultrafiltrat — und an Calciumionen im Ultrafiltrat untersucht. 
Kalium, Natrium und Chlor wurden nur in wenigen Proben bestimmt : 
es wurden dabei keine sehr groBen Abweichungen gefunden. 

Die Calciumbestimmungen wurden ausgefiihrt nach der Methode, 
welche in einer friiheren Veréffentlichung angegeben ist }. 

Fiir die Ultrafiltration benutzten wir Kollodiumfilter, bei einem Uber- 
druck von 12 big 15em Quecksilber. Die Filter wurden hergestellt aus 
einer 6%igen Kbllodiumlésung?. Die Konzentration der Calciumionen 
bestimmten wir nach der Methode von Brinkman und Van Dam. Bei 
dieser Methode wird die minimale Menge Oxalationen bestimmt, die im 
Ultrafiltrat eben eine Triibung von Calciumoxalat auslést, bei einem 
pa = 7,3. Aus der bekannten Konzentration der Oxalationen berechnet 
man die Caleiumionenkonzentration nach der Gleichung: Cox . Cea K, 
wo Cox die Konzentration der Oxalationen, Cea die Konzentration det 
Calciumionen und K das Léslichkeitsprodukt des Calcitumoxalats bedeuten. 
In dieser Weise sind nur annihernd richtige Werte fiir die Konzentration 
der Caleciumionen zu bekommen, und zwar weil in der Gleichung Léslich- 
keitsinderungen des Calciumoxalats durch die Anwesenheit anderer Salze 
nicht beriicksichtigt sind. Bekanntlich wird die Léslichkeit des Calcium- 


1 B. Sjollema, diese Zeitschr. 200, 300, 1928. 

2 D. H. Shelling u. H. L. Maslow, Journ. of biol. Chem. 78, 661, 1928. 

3 Mitteilungen von der Kéniglichen Akademie der Wissenschaften, 
Amsterdam 1919. 
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oxalats besonders beeinfluBt von dem Gehalt an Magnesiumsalzen'!, und 
zwar erhéht. Unsere Ca**-Zahlen in normalem Kinderserum und besonders 
bei der Gebarparese sind also zu niedrig; bei der Grastetanie, wo das Serum 
nur wenig Mg enthalt, naihern sie sich dem wirklichen Gehalt. 

Die Methode von Benedict und Theis wurde angewandt fiir die kolori- 
metrische Bestimmung der Phosphorsiure und des Magnesiums. Diese 
Methode hat den Vorzug, daB die Intensitaét der Farbe der Loésungen nicht 
schnell abnimmt. 


Graphische Darstellung der Ergebnisse. 


Zur schnelleren Orientation teilen wir unsere Ergebnisse in Ab- 
bildungen mit; diese geben an: 

a) das Verhaltnis der Konzentrationen an Totalcalcium, Total- 
magnesium und total-anorganischer Phosphorséure im Blutserum; 

b) die Summe dieser drei Bestandteile ; 

c) das Verhaltnis der Konzentrationen an Calciumionen, Magnesium 
und anorganischer Phosphorséiure im Ultrafiltrat ; 

d) die Summe der drei unter c) genannten Bestandteile. 


Dabei wurde die Methode fiir die graphische Darstellung von drei 
voneinander nicht abhangigen GréBen benutzt, namlich ein gleichseitiges 
Dreieck, wo den Seiten entlang die Prozentzahlen der Best andteile angegeben 
werden, und zwar so berechnet, daB man, ohne das Verhialtnis der drei 
Bestandteile zu andern, die Summe zu hundert macht. Der Grundlinie 
entlang ist der Ca-Gehalt angegeben: rechts 0°, links 100% Ca. Den 
beiden anderen Seiten entlang sind in derselben Weise die anorganische 
Phosphorsiure und das Magnesium angegeben. Jeder Punkt des Dreiecks 
gibt also ein bestimmtes Verhaltnis der drei Bestandteile an. 

Der Gehalt wurde nicht ausgedriickt in Milligramm pro 100 cem, 
sondern in Atomen bzw. Ionen. Der Calciumgehalt (in Milligramm) wurde 
also durch 40, der Magnesiumgehalt durch 24,3 geteilt, der P-Gehalt erst 
mit 95/31 multipliziert und dann durch 95 geteilt. Auch die Summe der 
drei Gehaltswerte [unter b) und d) genannt] ist angegeben, wobei 100 x 
diese Summe auf einer der drei Seiten senkrecht abgemessen wurde. 

Es kommt dann und wann vor, da8 der Punkt, der das Verhaltnis der 
drei Bestandteile in einer der Krankheiten angibt, im normalen Gebiet 
liegt. Die Summe der drei Bestandteile ist dann aber eine nicht normale, 
und in dieser Weise sieht man doch, daB ein krankhafter Zustand vorliegt. 
Die unter b) und d) genannten graphischen Darstellungen sind also eine 
Ergainzung der unter a) und c) angegebenen. 


Aus unseren Abbildungen geht hervor, daB die Gebiete fiir normale, 
gebarparetische und kopfkranke Rinder drei Raiume einnehmen, welche 
voneinander getrennt sind. Die Unterschiede zwischen den drei Zu- 
standen sieht man in dieser Weise noch deutlicher als in einer Tabelle. 


1G. Hammarsten, C. r. (Carlsberg-Laboratorium) 17, 1929. 
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Die Punkte fiir normale Tiere sind Kreise, fiir gebarparetische 
Tiere Quadrate, fiir kopfkranke Rinder kleine Dreiecke. ~- 


Abb. 1 


Gebiirparese 








Aus den zwei Dreiecken geht hervor: 


1. daB das Verhialtnis der drei Serumbestandteile — Total- 
calcium, anorganische Phosphorséure und Totalmagnesium — und 
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auch die Summe dieser drei Bestandteile bei normalen Rindern 
konstant ist; 

2. daB bei der Gebiarparese das Verhaltnis sehr verschieden ist 
von dem normalen und von dem kopfkranken Zustande. Die Punkte 
der Grastetanie liegen im Dreieck links von den normalen Punkten, 
bei der Gebarparese rechts von denselben. 


o2 






Abb. 





Der Magnesiumgehalt ist also im Verhaltnis zum Calciumgehalt bei 
Grastetanie kleiner, bei Gebarparese gréBer als bei normalen Tieren. 
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Das Verhaltnis Ca: PO, ist im normalen Zustande konstant, bei 
Grastetanie sehr stark wechselnd; die Punkte der Grastetanie liegen 
daher in einem groBen Gebiet, der linken Seite entlang. Das Ver- 
haltnis Ca: PO, ist bei Gebarparese auch nicht konstant, aber hier 
sind die Schwankungen kleiner. 

Der mittlere Gehalt! an Ca, Mg und P ist bei normalen Rindern 
9,35, 1,66 und 4,57: bei Gebairparese waren diese Zahlen 4,35, 2,19 
und 2,16; bei Grastetanie waren sie 6,65, 0,455 und 4,33 mg-°,, (Tabellen 
I, II und ITI). 

Aus diesen analytischen Ergebnissen sieht man, da bei der Gras- 
tetanie eine ganz andere Stérung des Mineralstoffwechsels vorliegt 
als bei der Gebarparese. 

3. Die Summe der drei Bestandteile im Blutserum ist bei normalen 
Rindern konstant, bei der Gebairparese und besonders bei der Gras- 
tetanie ist sie sehr wechselnd. Bei der Gebiarparese sind die Ca- und 
Phosphorséurewerte in der Regel niedriger, der Magnesiumgehalt 
ist dagegen hoéher als normal. Bei der Grastetanie ist zwar der 
Calciumgehalt meistens niedriger als bei normalen Milchkiihen, der 
Phosphorsduregehalt kann aber niedrig, normal und hoch sein. Der 
Magnesiumgehalt ist hier niedrig. 

Weil die Magnesiumwerte immer nur klein sind héchstens 
2,5 bis 3 mg-°,, —, ist in der Regel der héhere Gehalt an Magnesium bei 
der Gebarparese nicht imstande, die Summe der drei Bestandteile 
auf dieselbe Héhe zu bringen wie bei der Grastetanie. Die niedrigste 
Summe findet man also meistens bei der Gebarparese. Auber einigen 
Ausnahmen liegen die Punkte fiir die Gebarparese in einem nicht sehr 
groBen Gebiet. Bei der Grastetanie ist dies nicht der Fall; hier 
findet man fiir die Summen sehr hohe, mittlere und niedrige Werte. 

In einigen Fallen der Grastetanie wurden fast normale Ca- 
und P-Werte gefunden; die Mg-Werte sind aber auch dann in diesen 
Fallen noch anormal. 

Die ganz verschiedene Weise, in welcher sich die Punkte der Gras- 
tetanie und der Gebiarparese im Raume verteilen, macht es wahr- 
scheinlich, daB das Agens oder die funktionelle Stérung, welche den 
anormalen Mineralstoffwechsel zur Folge hat, bei beiden Krankheiten 
nicht derselbe ist. 

4. Noch deutlicher treten die Unterschiede zwischen dem normalen 
Zustand und den krankhaften Zustéinden im Dreieck zutage, wo das 


1 Diese Zahlen und die noch folgenden sind ausgedriickt in Milligramm 
pro 100cem Serum; sie sind also nicht wie oben in Atomprozente um- 
gerechnet. 
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Blutserum normale 


Tabelle 1. 


Rinder. 
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Blutserum bei Gebirparese. 
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Tabelle III. Blutserum bei Grastetanie. 
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Verhaltnis der Ca-lonen und die ultrafiltrierbaren Mengen anorganischer 
Phosphorsaure und Magnesium angegeben sind!. 


Hinsichtlich der Unterschiede zwischen dem Magnesium- und 
dem Phosphorsauregehalt im Ultrafiltrat bei normalen, gebarparetischen 
und kopfkranken Kiihen gelten dieselben Bemerkungen, die schon 
bei der Besprechung des ersten Dreiecks gemacht wurden. Weil die 
Menge der Ca-Ionen nur eine kleine Fraktion des Totalcalciumgehalts 
ist und der Gehalt an anorganischer Phosphorséiure im Ultrafiltrat 
in den meisten Fillen eben so hoch ist wie im Serum?, ist des- 
halb das Verhaltnis Ca: PO, hier ein ganz anderes als im ersten 
Dreieck. 


Auch das Verhaltnis Mg: Ca ist verschieden. Ein betrachtlicher 


Teil des Magnesiums geht in das Ultrafiltrat iiber wieviel davon 
ionisiert ist, ist unbekannt ——-. Die Punkte miissen also in verschiedenen 


++ 


Gebieten liegen. Die Durchschnittszahlen fiir Ca**, Mg und P im Ultra- 
filtrat sind: fiir normale Rinder 1,65, 1,24 und 4,6; bei Gebirparese 
0,44, 1,8 und 1,54; bei Grastetanie 1,09, 0,27 und 4,10 (Tabellen 1V 
und V). 


5. Die graphische Darstellung der Summe der drei Bestandteile 
Ca-Ionen, PO, und Mg im Ultrafiltrat — zeigt auch hier drei vonein- 
ander getrennte Gebiete. Bei der Gebirparese ist diese Summe am 
niedrigsten; der Unterschied gegeniiber der Grastetanie ist nicht grob, 
weil die Werte fiir Ca-Ionen und Mg entgegengesetzt etwa ebensoviel 
differieren. 


' Wir hatten gern die lonenwerte fiir die drei Bestandteile gegeben. 
aber nur fiir die Bestimmung der Calciumionen ist eine Methode aus- 
gearbeitet worden. Die Phosphorséure im Ultrafiltrat ist sehr wahrscheinlich 
weitgehend ionisiert, bei Mg ist dies wohl nicht der Fall. In verschiedenen 
gebarparetischen Ultrafiltraten war es nicht méglich, die drei Bestandteile 
in demselben Ultrafiltrat zu bestimmen. Deshalb ist die Durchschnittszahl 
fiir jeden der drei Bestandteile berechnet und der in dieser Weise berechnete 
Punkt (EM im Dreieck angegeben worden. Fiir den Gehalt an Calcium- 
ionen wurde in neun Fallen gefunden: 0,55, 0,48, 0,70, 0,36, 0,36, 0,40, 
0,44, 0,35, 0,35 (Mittel 0,44 mg-%). In zwélf Fallen wurde der anorganische 
P bestimmt: wir fanden dabei: 2,15, 2,60, 1,25, 1,17, 2,15, 1,10, 2,35, 0,80, 
1,45, 1,70, 0,72, 1,00 (Mittel 1,54 mg-%). Die Mg-Werte in vier Ultra- 
filtraten waren: 1,80, 1,84, 1,39 und 0,84. In den beiden letzten Fallen 
war der Total-Mg-Gehalt im Blutserum 2,0 und 0,9 mg-%; besonders det 
letzte Gehalt ist fiir Gebairparese anormal niedrig. Als Durchschnittszahl 
fiir den Mg-Gehalt des Ultrafiltrats wurde 1,80 mg-% angenommen, 
wohl wegen des hohen Total-Mg-Gehalts der Blutserumproben, in deren 
Ultrafiltraten kein Mg bestimmt werden konnte. 

2 Alle im Ultrafiltrat bestimmten Werte wurden mit °/,;) multi- 
pliziert, weil das Ultrafiltrat keine Kolloide enthalt. 
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Tabelle 1V. 


Ultrafiltrat-Blutserum normaler Rinder. 
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Tabelle V. 
Ultrafiltrat -Blutserum 
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P09 
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(Zusammenhang der Verhiltniszahlen der mineralen Serumbestandteile 
mit dem Auftreten von Tetanie und Parese. 


Es fragt sich, ob die Konzentrationen und die Verhiltnisse der 
mineralen Bestandteile den Unterschied in den Symptomen der beiden 
Krankheiten erklaren kénnen. 

Der mittlere Gehalt im Blutserum an Ca, P und Mg ist bei 
der Grastetanie 6,65, 4,33 und 0,455 und bei der Gebarparese 4,35, 





Pebble 2 wes 








Ca 


m 


ler 
en 


e1 








MNO PRE ET 


Stérungen des mineralen Regulationsmechanismus beim Rind. 369 


2,16 und 2,19 mg-°,,. Der Mg-Gehalt zeigt also den gréBten Unterschied: 
dieser ist bei der Grastetanie nur ein Fiinftel] von dem bei der Gebar- 
parese. Wir glauben nicht, daB man daraus den SchluB ziehen darf, 
daB der niedrige Mg-Gehalt bei dieser Krankheit Tetanie veranlaBt. 
denn wir fanden bei der Untersuchung einiger menschlicher Blutsera 
von Kranken mit manifester parathyreopriver Tetanie, daB wohl 
die fiir Tetanie eigentiimliche Erniedrigung des Calcium- und Erhéhung 
des Phosphorgehalts nachweisbar, daB aber der Mg-Gehalt normal war!. 

Auch bei einem parathyreoidektomierten Hund, der dann und 
wann Tetanieanfalle hatte, war der Mg-Gehalt nahezu normal. Es 
wurden z. B. gefunden: Ca 7,4, P 13,8, Mg 1,90; etwa eine Woche spater 
fanden wir im Serum desselben Tieres: Ca 6,35, P 8,2, Mg 1,6 mg-°,. 

Es liegt auf der Hand, an einen Zusammenhang zu denken einer- 
seits zwischen dem relativ hohen Magnesiumgehalt bei der Gebarparese 
mit einer (meistens hochgradigen) Parese, und andererseits zwischen 
dem niedrigen Magnesiumgehalt bei der Grastetanie und dem Exzita- 
tionszustand bei dieser Krankheit. Man wird geneigt sein anzunehmen, 
daB das Verhaltnis der Calcium- und Magnesiummengen im Serum 
(Ca/Mg) dabei eine groBbe Rolle spielt, denn die Magnesiumionen be- 
rauben —- wie angenommen wird -—-, wenn sie den Organismus bei 
intravenéser oder subkutaner Zufiihrung tiberschwemmen, alle Teile 
des Nervensystems ihrer Erregbarkeit?. Zur Erzeugung und Unter- 
haltung der Narkose bedarf es eines hinreichenden stetigen Gehalts 
an Magnesium im Blute (etwa 10 bis 12 mg-°,), d. h. einer ausreichenden 
Massenwirkung, und ohne Zweifel haingt diese Wirkung mit einer 
wechselseitigen Verschiebung von Calcium- und Magnesiumionen zu- 
sammen, denn die Magnesiumnarkose wird durch intravenése Zufuhr 
von Calciumsalzen augenblicklich aufgehoben, durch Kalkentziehung 
(mittels Oxalatzufuhr) verstarkt. Neuerdings hat Wacker® Versuche 
veréffentlicht beziiglich der Magnesiumnarkose und der Magnesium- 
vermehrung des Blutserums bei Ermiidung der (Kaninchen-) Muskulatur. 
Das Verhaltnis Ca/Mg, das beim normalen Tier 4,16 betrug, erniedrigte 
sich in ermiidetem Zustande bis 2,57 (wegen eines Anstiegs des Calciums 
um 50 und des Magnesiums um 140°,,).  Wahrend einer Magnesium- 
narkose war der Gehalt an Calcium 9,4, an Magnesium 19,41, das Ver- 
haltnis Ca/Mg war also 0,48. Nimmt man die obengenannten Zahlen 
(10 bis 12 mg-°,, also Mitte] 11 mg-°,,) zur Unterhaltung einer Narkose 


1 Die Ca-, P- und Mg-Werte waren im ersten Falle 5,0, 7,1 und 1,6: 
im zweiten Falle 6,2, 7,2 und 1,37 mg-%. Im letzteren Falle wurden im 
Ultrafiltrat gefunden: Ca 3,5, Catt 0,42, P 6,84, Mg 1,12 mg-% (um- 
gerechnet ). 

2 Meyer-Gottheb, Pharmakologie, 7. Aufl., S. 36. 

3 L. Wacker, Klin. Wochenschr. 8, 244, 1929. 
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als richtig an, so wiirde das Verhaltnis Ca/Mg fiir mit Mg narkotisierte 
Rinder etwa 10/11 = etwa 0,9 sein?. 

Bei unseren Fallen von Gebarparese war das Verhaltnis durch- 
schnittlich 2,0, bei der Grastetanie 14,6. Fiir normale Rinder ist die 
Verhaltniszahl 5,6. 

Es zeigt sich also, daB die Gebarparese, gekennzeichnet durch 
eine Ca/Mg-Verhaltniszah] 2, sich nur wenig von dem narkotischen 
Zustand (Verhaltniszahl niedriger als 0,9) und viel mehr von dem nor- 
malen Zustand (Verhaltniszah] 5,6) unterscheidet. Der paretische Zu- 
stand der Gebarparese nahert sich also in dieser Hinsicht dem Zustand 
der Narkose. 

Dagegen begegnen wir bei der Grastetanic (Ca/Mg Verhaltniszahl 
14,6) einem Zustand, der sich nach der anderen Richtung von dem 
normalen Zustand unterscheidet. Die Erwartung, daB hierbei eine 
Exzitation vorliegt, trifft tatsachlich zu. 

Wir wollen hier auch an die Resultate von Berend? erinnern, der 
Magnesiumsulfat bei Kindertetanie anwendete. Auch in schlimmen 
Fallen war die Wirkung sehr gut. Auch gegen Wundstarrkrampf hat 
man mit gutem Erfolg Injektionen (subkutan, intravenés oder intra- 
lumbal) von Magnesiumsulfat verwendet (Meyer-Gottlieb, Pharmakologie 
1925, 8S. 36). Hier wurde also Abnahme der Erregbarkeit des Nerven- 
systems (die sensiblen und motorischen Leitungsbahnen werden un- 
erregbar) durch das Magnesiumsalz erreicht. 

Aus Wackers Untersuchungen geht hervor, daB der Ca- und be- 
sonders der Mg-Gehalt des Serums abhangig sein muB von der Muskel- 
arbeit, welche geleistet wurde. Es ist daher wichtig, den Muskelzustand 
unmittelbar vor der Blutentnahme zu kennen. 

Im Frihjahr 1930 haben wir 39 Fille der Grastetanie beob- 
achtet und dabei gefunden, daB in denjenigen Fallen, wo die Blut- 
Tabelle VI. 

Blutserum bei Grastetanie (Blutentnahme wahrend eines Tetanieanfalls). 








Be- mg in 100cem Atom(ion)-°/9 

zeich- — r: Fae pee REE LTC 

nung Ca Mg P Ca Mg PO, 
1 4,15 0,5 7,3 28,9 5,8 65.3 
2 4,3 0,3 4,2 42,2 4,7 53,1 
3 6,6 0,38 4,9 48,7 4,7 46.6 
4 5,0 0,36 4,5 44,0 4.9 51,1 
5 6,9 0,36 4,7 50.9 4.4 7 
6 5,6 0.3 3,54 52,6 4,5 42.9 
7 5,5 0,43 4.5 45,8 6,0 48,2 


1 Ob bei diesem Verhiltnis Narkose auftritt. untersuchen wir jetzt 
bei Kalbern. Vorlaufig fanden wir bei niichternen Kalbern, daB diese 
Zahl noch niedriger als 0,9 ist. 

2 Monatsschr. f. Kinderheilkde. 12, 269, 1913. 
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entnahme wahrend eines Tetanieanfalls stattfand, der Mg-Gehalt 
des Serums ohne Ausnahme niedrig war im Verhaltnis zu den Mengen Ca 
und P (4,4 bis 6,0 Atomprozente!) (Tabelle VI). Wurde dagegen das 
Blut entnommen wahrend eines paretischen Zustandes, an dem in den 
letzten Stunden kein Tetanieanfall vorhergegangen war und _ bei 
welchem auch die Exzitationserscheinungen fehlten, so fanden wir 
in den sechs Fallen dieser Art immer einen erhéhten Mg-Gehalt (7,6 
bis 12,5 Atomprozente) (Tabelle VII). Falls die Blutentnahme stattfand 
wahrend einer Parese, welcher ein Konvulsionsstadium vorhergegangen 
war, so war in fiinf von den sieben Fallen der Mg-Gehalt hoch (8,7 
bis 11,5 Atomprozente) und nur bei zwei Kiihen niedrig (4,2. bis 
5,3 Atomprozente) (Tabelle VIII). 


Tabelle VII. 


Blutserum bei Grastetanie (Blutentnahme wahrend einer Parese, de! 
kirzlich kein Exzitationszustand vorhergegangen war). 





Be- mg in 100 cem Atom(ion)-°/ 9 
zeich- — 
nung Ca : Mg P Ca Mg PO, 
8 5,2 0.7 7.0 33,7 7,6 58,7 
9 7,6 0.87 3.8 54,4 10,3 35,3 
10 5.4 0,8 6.1 37,0 v1 53.9 
11 81 1,0 2,6 61,9 12.5 25.6 
12 5,0 0,5 3,6 48,3 8,1 13,6 
13 6,9 1.0 3,75 51,7 12,2 36,1 


Tabelle VIII. 


Blutserum bei Grastetanie (Blutentnahme wihrend einer Parese, det 
kiirzlich ein Exzitationsstadium vorhergegangen war). 





Be- mg in 100 cem Atom(ion)-° 

I Beata ecrmnenisnmnpemnmniaite iii = 

nung Ca Mg P Ca Mg PO, 
14 5,7 0,54 1,6 65,9 10,0 24,1 
15 6,0 0,5 1,2 71,4 10.0 18,6 
16 5,5 1,13 7.3 33,0 10,9 56,1 
17 6.3 0,51 6,8 39,7 5,3 55,0 
18 5,2 1,0 5,8 36,3 11,5 52,2 
19 8,2 0,3 2,2 71,2 4,2 24,6 
20 3.8 0.5 3,9 39,2 8.7 52,1 


Bei den 19 tbrigen Fallen, wo zur Zeit der Blutentnahme die Tiere 
wohl eine Erregung, aber keine Tetanie zeigten und kiirzere Zeit vorher 


? Wir driicken hier die Menge des Magnesiums aus in Atomprozenten 
und nicht in Milligramm pro 100 ccm, damit es sofort deutlich ist, wie 
die Menge des Magnesiums sich verhalt zur Summe von Ca und PO,, welche 
Summe, wie bekannt, zusammen mit der Menge des Magnesiums 100 Atom- 
(ion-)prozente ergibt. 
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auch keinen Tetanieanfall gehabt hatten, fanden wir bei zehn Kiihen 
hohen Mg-Gehalt (7,1 bis 14,8 Atomprozente) und bei den anderen 
neun Tieren niedrige Mg-Werte (3.5 bis 5,8 Atomprozente) (Tabelle LX). 
Diese 19 Falle kénnen klinisch als Anfangsstadium der Grastetanie 
gelten. 
Tabelle IX. 
Blutserum bei Grastetanie (Blutentnahme wahrend eines Exzitations- 
zustandes ohne Konvulsionen). 





Be- mg in 100 cem Atom(ion)-° | 9 
zeich- von Pate 
nung Ca Mg 4 Ca Mg PO, 
21 5.2 0,91 2.6 51,8 14.8 33.4 
22 6,5 0,95 a2 53,3 12,8 33,9 
23 4.8 0.52 2,6 53.3 9.4 37.3 
24 1.9 0,54 2, 55,2 10,0 34,8 
25 5D 0.50 7.0 35.8 5,5 58,7 
26 5.4 0,74 4,2 45,0 10,0 45,0 
27 io 0.5 7,6 40.8 1,7 54.5 
28 4,8 0.5 1.8 40.6 7.1 52.3 
29 5.6 0.4 6,0 40.0 4,9 5d 
30 5,1 0.3 6,1 38,0 3.6 58.4 
31 4,2 0,78 5,5 46,0 8,3 45,7 
32 6,0 0,38 6.6 39.7 4,2 56.1 
33 7,5 0,31 5.3 50,5 3,5 46,0 
34 6,2 0,36 6.4 41,2 3.7 55,1 
3h 6.5 0,26 0.54 85,3 5,8 8,9 
36 6,0 0.31 3,5 54,3 4.8 40,9 
37 D4 0.50 1.6 64.9 10,1 2950 
38 4.2 0,52 3,55 43.6 9,1 17.3 
39 4.55 0,42 1,37 65.1 9,8 25.1 


Stellt man sich auf den Standpunkt von Wacker, so kénnen die 
Ergebnisse in der Weise erklart werden, daB bei den Kiihen, bei welchen 
die Blutentnahme wahrend der Tetanie stattfand, der niedrige Mg-Gehalt 
eben das Auftreten der Krampfe einleitet ; die Muskelzuckungen haben 
dagegen noch nicht lange genug gedauert, um eine Erhéhung des Mg- 
Gehalts zu veranlassen. Bei den Tieren mit Parese ohne Exzitations- 
symptome und mit hohem Mg-Gehalt sind eben wegen dieses relativ 
hohen Mg-Gehalts die Umstande fiir das Auftreten des Konvulsions- 
zustandes nicht giinstig. 


Anders liegt die Sache bei den Kiihen, bei welchen die Blutentnahme 
stattfand wahrend einer Parese, der kiirzlich ein Tetanieanfall vorher- 
gegangen war. Der erhéhte Mg-Gehalt bei fiinf von den sieben Tieren 
kann hier von sekundarer Art sein, d.h. eine Wirkung der vorher- 
gegangenen Muskelzuckungen. Bei den zwei Kiihen mit niedrigem 
Mg-Gehalt ist wahrscheinlich das Stadium der Mg-Erhéhung schon 
voriiber. 
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Von den 19 Tieren mit Exzitationserscheinungen, aber ohne Tetanie, 
bei denen ein Anfangsstadium der Grastetanie vorliegt, zeigten neun 
Kiihe niedrige und zehn Tiere erhéhte Mg-Werte. Bei den neun Tieren 
kénnte erwartet werden, da der latente Tetaniezustand jeden Augen- 
blick in eine manifeste Tetanie tibergehen kann; ein Tetanieanfall 
kénnte aber auch ausbleiben, und zwar weil der hohe Muskeltonus — in 
welchem tonischen Spannungszustand, wie bekannt, eine betrichtliche 
Arbeit geleistet wird — eine Erhéhung des Mg-Gehalts veranlaBt. 
Sehr wahrscheinlich befinden die anderen zehn Tiere sich in diesem 
Zustande. Man kann erwarten, da mit der Erhéhung des Mg-Gehalts 
auf die Dauer ein paretischer Zustand eintreten wird. 

Bei diesen Betrachtungen muB aysdriicklich betont werden, dab 
die Grenzen fiir die Mg- und Ca-Konzentrationen, bei welchen sich 
bei der Grastetanie eben einen Tetanieanfall auslést oder eine Parese 
auftritt, wegen der ganz besonderen Verhaltnisse, die bei dieser Krank- 
heit herrschen, auch anders sein miissen als beim normalen Tier und 
bei der Gebarparese. Auch andere Einfliisse spielen dabei eine Rolle. 


Wir werden uns jetzt kurz mit dem Verhaltnis Ca/P, das oft mit 
Tetanie in Zusammenhang gebracht wird, zu beschaftigen haben. 

Wenn jetzt wohl allgemein angenommen wird, dab ein niedriger 
Ca-Gehalt des Blutserums mit Tetanie einhergeht, so zeigen unsere 
Resultate mit an Gebarparese leidenden Kiihen, daB auch diese Annahme 
nicht allgemein giiltig ist. 

Sonst ist dies nicht das erstemal, daB ein niedriger Ca-Spiegel 
ohne Tetanie vorkommt. Besonders bei Tieren, die langere Zeit Para- 
thyreoidektomie iiberleben, findet man dasselbe!. In diesen Fallen 
kann man aber von latenter Tetanie sprechen. Das Verhaltnis Ca/P 
ist bei diesem Zustande etwa 1, oder noch kleiner. 


Das Verhaltnis Ca/P im Blutserum kopfkranker Rinder wurde 


6,65 | 
durchschnittlich 137 1,5 gefunden?; bei der Gebairparese war dieses 
> 1) ; 
Verhaltnis im Mittel > 16 2,0. Trotzdem also das Verhaltnis Ca/P 
2,16 


bei Grastetanie gréBer als 1 ist, kommt doch Tetanie vor. 
Allgemein giiltig ist die Regel, daB Tetanie mit einem engen Ver- 
haltnis Ca/P zusammengeht, indessen nicht. Miles und Feng* fanden 


1 C.J. Reed, Journ. of biol. Chem. 77, 547, 1928. 

2 Wir fanden nur in wenigen Fallen bei Grastetanie ein Verhaltnis Ca; P 
von etwa | oder kleiner als 1. 

§ Journ. of Exper. Med. 41, 137, 1925. 
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Verhaltnisse von 4:1 bis 2:1 bei sieben Osteomalaziepatienten mit 
manifester Tetanie?. 

Wir haben in diesem Jahre bei einem Madchen von 10 Jahren mit 
manifester Tetanie eine Blutzusammensetzung gefunden, die weder 
eine niedrige Ca-Zahl noch ein enges Ca/P-Verhaltnis zeigte. Der 
Mg-Gehalt war hier ziemlich hoch. Die Blutentnahme fand am Tage 
der manifesten Tetanie statt. Am vorhergehenden Tage hatte Strum- 
ektomie stattgefunden. Die Analysen des Blutserums ergaben folgen- 
des: Ca 9,9, anorganischer P 5,0, Mg 2,4 mg-°,,. Im Ultrafiltrat wurde 
gefunden -- nach Umrechnung — Ca 5,1, P 4,7, Mg 1,0 mg-°,. 

Ahnliche Resultate lieferte die Untersuchung des Blutserums einer 
Frau mit latenter Tetanie nach MagenabschluB (Pylorusstenose) (die 
Erbschen und Trousseauschen Phainomene waren positiv, die Chvostek- 
schen negativ). Das Blutserum enthielt: Ca 12,6, anorganischer P 4,4, 
Mg 2,4 mg-°,,?. 

Ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten der Tetanie und dem 
Unterschied im Verhaltnis des diffusiblen und nichtdiffusiblen Anteils 
des Serumcalciums wurde von Reed bei parathyreoidektomierten 
Hunden nicht gefunden. Wir konnten bei der Grastetanie auch kein 
anormales Verhaltnis zwischen den verschiedenen Ca-Fraktionen fest- 
stellen (s. S. 376). 

Es wird auch durch unsere Resultate wieder wahrscheinlich, dab 
es wohl einen gewissen Zusammenhang zwischen dem Auftreten der 
Tetanie und den Stérungen des Caleium- und Phosphorgehalts im Blut- 
serum gibt, dab man aber doch das geainderte Verhaltnis mehr als eine 
Begleiterscheinung und nicht als Ursache des Krampfes anzusehen hat?. 

Merkwurdig ist auch der Unterschied des P/Mg-Verhaltnisses in 
den beiden Krankheiten; es ist bei Grastetanie (Tetanie) etwa 10: 1, 
bei Gebarparese (Parese) etwa 1: 1. 


Na +k 
Ca + Mg 
gelegt, das die Reizbarkeit der Nerven und Muskeln bestimmen wirde. 


Loeb und euch Mathews* haben Wert auf das Verhdltnis 


1 Der Magnesiumgehalt des Blutserums wurde nicht mitgeteilt. Es 
ist aber wahrscheinlich, daB er hoch war, denn nach Mc. Crudden und 
seinen Mitarbeitern haben Osteomalaziepatienten eine positive Mg-Bilanz, 
und der Mg-Gehalt der Knochen ist bei Osteomalazie bedeutend erhéht. 

2 Aus den Tabellen VI, VII, VIII und IX kann nachgesehen werden. 
inwieweit das Ca/P-Verhaltnis und andere Verhaltniszahlen mit den Stadien 
der Grastetanie (Exzitation, Krampfe und Parese) zusammenhangen. 

3 Es ist tibrigens bekannt, daB nicht bei allen Formen von Tetanie 
eine deutliche Erniedrigung des Serumcalciums vorkommt. 

4 Amer. Journ. of Physiol. 3, 5, 11. 
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Wenn wir auch der Meinung sind, daB diese Reizbarkeit von mehr 
Faktoren abhingt! als allein von den lonenkonzentrationen, so wollen 
wir auch nicht verséumen, darauf hinzuweisen, daB dieses Verhaltnis 
auch bei den von uns untersuchten Krankheiten von der Norm be- 
deutend abweicht: denn wenn die Konzentrationen des Na und K auch 
wenig abweichen *, so ist hingegen die Summe des Ca und Mg bei der 
Gebirparese etwa 6,55 und bei der Grastetanie etwa 7,1 (normal 
etwa 11,5). Bei dem paretischen und tetanischen Zustande sind diese 
Verhaltnisse also nahezu dieselben. Dies wiirde kaum als eine Stiitze 
der Auffassung von Loeb und Mathews betrachtet werden kénnen. 


Die ultrafiltrierbaren Anteile des Caleiums, Magnesiums und anorganischen 
Phosphors im Blutserum (s. auch S. 367). 


Die Untersuchung der Ultrafiltrate lieferte wichtige Resultate 
(8. Tabellen II, 1V und V). 

Bei zw6lf normalen Kiithen enthielten die Ultrafiltrate 4,50. bis 
6,39 mg-”,, Ca® (Mittel 5,23 mg-”.,); die Menge des diffusiblen Calciums 
schwankte zwischen 48 und 66°, (Mittel 56°,,). Der Gehalt an Calcium- 
ionen schwankte zwischen 1,47 bis 2,0 mg-°,, (Mittel 1,65)4. Der Total- 
magnesiumgehalt im Serum war im Mitte] 1,66 mg-°,, im Ultrafiltrat 
1,24mg-°,, durchschnittlich waren also 75°,, des Magnesiums diffusibel 
(mit Schwankungen von 57 bis 99°,,).. Der anorganische Phosphor 
war ganz diffusibel, der Gehalt war im Mittel 4,6 mg-”,. 

In zehn Fallen von Gebarparese enthielten die Ultrafiltrate 
0,68 bis 4,5 mg-°,, Ca (Mittel 2,36), die Menge des diffusiblen Calciums 


1 Wir denken hier auch an die Untersuchungen von Baar (Zeitschr. 
f. Kinderheilkde. 46, 502, 1928) tiber die Bedeutung der kolloiden Wasser- 
bindung fiir die Reizbarkeit der Nerven. Die Ionen tiben auf diese Wasser- 
bindung, wie bekannt, einen groBen EiniluB aus. 

2 Natriumgehalt des Blutserums von fiinf normalen Rindern: 333, 
303, 318, 345 und 349 mg-%; in zwei Fallen von Gebéarparese: 349 und 
345 mg-%; in acht Fallen von Grastetanie: 331, 352, 363, 329, 318, 282, 
372 und 353 mg-%. Kaliumgehalt des Blutserums von sieben normalen 
Rindern: 20,0, 23,0, 23,3, 22,2, 20,6, 18,6, 21,1 mg-%: in fiinf Fallen von 
Gebiarparese: 42,1, 24,7, 25,0, 21,4, 24.5 mg-®%): in 14 Fallen von Gras- 
tetanie schwankte der K-Gehalt zwischen 15.3 und 27,1 mg-°% (22,7, 
24,3, 23,7, 19,9, 22,1, 24,1, 15,3, 27,1, 21,3, 20,7, 26,7, 22,3, 24,6 und 
25,1 mg-%). 

3 Alle Zahlen wurden umgerechnet in der auf S. 367 (FuBnote) 
angegebenen Weise. 

4 Es wurde schon betont, daB wegen der gréBeren Léslichkeit des 
Caiciumoxalats bei Anwesenheit von Magnesiumsalzen der Gehalt an 
Caleiumionen bei der Grastetanie sich wahrscheinlich am meisten dem 
wirklichen Gehalt nahert. Bei den normalen Rindern und besonders bei 
der Gebirparese sind unsere Zahlen wahrscheinlich etwas zu niedrig. 
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schwankte zwischen 25 und 100°, (Mittel 56°,,). Der Gehalt an Caleium- 
ionen wurde von 0,35 bis 0,70 mg-°,, gefunden (Mittel 0,44). Magnesium 
wurde nur in vier Ultrafiltraten bestimmt; gefunden wurden 1,8, 1,39, 
0,84 und 1,84 mg-°,,! (Total-Mg-Gehalt 2,2, 2,0, 0.9 und 2,5): es 
waren also 70 bis 93°,, des Magnesiums diffusibel (Mittel 80°). 
Der anorganische Phosphor war ganz diffusibel (Mittel 1,54 mg-”,,). 

Bei 18 kopfkranken Rindern wurde ein Calciumgehalt im Ultra- 
filtrat von 2,25 bis 6,93 mg-°,, gefunden (Mittel 4,19). Es waren 40 bis 
100°,, des Calciums diffusibel (Mittel 66°,,). Der Gehalt an Calcium- 
ionen schwankte von 0,71 bis 1,37 mg-°,, (Mittel 1,09). Der anorganische 
Phosphor war ganz diffusibel, der Gehalt war im Mittel 4,10 mg-”.. 
Vom Magnesium waren 50 bis 100°, diffusibel (Mittel 68°.,). Durch- 
schnittlich war der Total-Mg-Gehalt im Serum 0,407, im Ultrafiltrat 
0,27 mg-".,.. 

Aus diesen Ergebnissen geht hervor, da’ der Prozentsatz des 
diffusiblen Calciums, der bei den normalen Rindern zwischen 48 und 
66°, schwankt, bei den zwei Krankheiten zwischen weiteren Grenzen 
wechselt, und zwar gibt es bei der Gebirparese eine Schwankung von 
25 bis 100°,, und bei der Grastetanie eine Schwankung von 40 bis 
100°... Bei den zwei Syndromen kommt also auch in dieser Hinsicht 
eine betrachtliche Labilitaét zutage. Ein Zusammenhang zwischen dem 
Auftreten einer Tetanie (bei der Grastetanie) bzw. einer Parese (Gebiar- 
parese) und der Anderung im diffusiblen Anteil des Calciums wurde nicht 
gefunden. Dieses Ergebnis ist eine Bestatigung und eine Erginzung 
der Resultate von Reed*, der bei parathyreopriven Hunden auch 
Tetanieanfille feststellte, unabhangig von der Verteilung des Plasma- 
calciums tiber die verschiedenen Fraktionen. 

Die anorganische Serumphosphorsiure war beim normalen Rind 
sowie auch bei Gebirparese und bei Grastetanie ganz diffusibel. 
Dasselbe wurde von Reed® festgestellt fiir normales Hundeplasma. 

‘Es gibt keine wesentlithen Unterschiede im diffusiblen Anteil des 
Magnesiums im Serum normaler Rinder und bei Tieren, welche an 
Gebarparese oder Grastetanie erkrankt waren. Die Schwankungen 
im Verhaltnis der zwei Mg-Fraktionen waren in den drei Zustanden 
recht betrachtlich (etwa 50 bis 100°,). 


! Als Durchschnittszahl wurde 1,8 mg-% angenommen, wohl wegen 
des hohen Mg-Gehalts der meisten Blutsera, deren Ultrafiltrate nicht 
untersucht wurden. Dieser Wert 1,8 ist auch angewendet worden bei der 
graphischen Darstellung. 

2 Durehschnittszahl von den 18 Blutsera, deren Ultrafiltrate auch 
untersucht wurden. 

3 OC. 1. Reed, Journ. of biol. Chem. 77, 547, 1928 
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Die Beziehungen zwischen den Konzentrationen der verschiedenen Ionen im 
Blutserum. 


Wie bekannt, nehmen Rona und JVakahashi an, dab der Gehalt 
an Calciumionen im Serum abhaingt von der Wasserstoffionen- und 
Kohlensaiurekonzentration nach der Gleichung!: 

[Ca**][HCO> | 
[H"| 

Das anorganische Phosphat ist spaiter auch mit in Betracht ge- 

zogen®. Man kann dann die Gleichung schreiben: 
[Ca**] [HCO,1 [HPO, 7] 
et (H*} ee 

Hieraus berechnet sich fiir Serum unter den normalen Verhalt- 
nissen des Organismus der maximale Gehalt an Calciumionen zu 
3 mg-",,. 

In der Gebarparese liegt nun aber eine Krankheit vor, bei welcher 
die Wasserstoffionenkonzentration und der Kohlensiuregehalt des 
Serums nicht vom normalen Zustand abweichen®, die Menge anorgani- 
schen Phosphats aber stark erniedrigt ist. Man kénnte also erwarten, 
daB das gestérte Gleichgewicht im Blutserum sich wieder herstellen 
wirde durch Vermehrung der Konzentration der @alciumionen, d. h. 
durch lonisierung des in das Ultrafiltrat ibergehenden ,,organisch ge- 
bundenen* Calciums und sogar eines Teiles des an Eiweiib gebundenen, 
also nicht diffusiblen Calciums. Dies findet aber nicht statt: auch bei 
sehr niedrigem P-Gehalt war noch ein grober Teil des Calciums an 
EiweiB gebunden und ein anderer betrachtlicher Anteil im Ultrafiltrat 
in ,,organischer Bindung™, also in nicht ionisierter Form anwesend. 

Man kénnte vielleicht den Einspruch erheben, daB die von uns 
gefundenen niedrigen Zahlen fiir den Gehalt an Calciumionen bei der 
Gebairparese der Wirklichkeit nicht entsprechen wegen des hohen 
Mg-Gehalts der Ultrafiltrate, in welehen die Bestimmungen stattfanden’, 
Aber wenn sogar alles ultrafiltrierbare Calcium ionisiert wire was 
kaum denkbar ist , dann wiirde die Konzentration der Calcium- 
ionen, in den meisten Fallen von Gebarparese, der Gleichung noch 
nicht entsprechen. 


1 Diese Zeitschr. 49, 370, 1911. 

2 A. R. Harnes (Journ. of exper. Med. 58, 549, 1928; 59, 287, 1929) 
fand, da die Menge anorganischen Phosphats im Serum sich umgekehrt 
zu der Caletummenge andert, s. auch K. Klinke, Klin. Wochenschr. 6, 
791, 1927; Kugelmass u. Shohl, Journ. of biol. Chem. 58, 649, 1924. 

3 BR. Sjollema, diese Zeitschr. 200, 300, 1928. Auch in einigen Fallen 
von Grastetanie wurde das pH und der Bicarbonatgehalt des Blut 


serums bestimmt und normal gefunden. 
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Die Forme] ist also nicht allgemein giiltig. Es kommen Zustainde 
vor, bei denen die Konzentrationen der Ca- und PO,-lonen niedriger 
sind, als es nach der Gleichung der Fall sein wiirde. Ob es auch Faille 
gibt mit héherem als nach der Formel berechneten Gehalt, kann 
natirlich nicht aus unseren Zahlen abgeleitet werden. 

Ob die Gleichung tiberhaupt stimmt fiir normale Blutsera, ist 
ebenfalls fraglich. Zur Lésung dieser Frage ist es unbedingt nétig, 
mittels einer zuverlissigen Methode die Menge der Calciumionen im 
Serum direkt experimentell zu bestimmen. Bis jetzt hat man dies nur 
ausnahmsweise versucht und zuviel vertraut auf die Richtigkeit von 
Formeln, welche mit sehr beschrinkenden Voraussetzungen abgeleitet 
worden sind, 


Wir méchten noch ganz kurz darauf hinweisen, dap wir die gestdrten 
Mineralverhdltnisse im Blutserum in den beiden Syndromen nicht als 
primar betrachten. 

Was die Grastetanie anbetrifft, denken wir uns vorlaufig diese 
Krankheit, mit den Anfallen von klonisch-tonischen Krampfen 
(Konvulsionen), groBer Nervositét und Uberempfindlichkeit (besonders 
beim Beriihren), von einem Gift verursacht, daB wohl vom Darm auf- 
genommen oder aus Bestandteilen des Futters gebildet wird!. Ob 
bei anderen Formen von Tetanie endogene Gifte als Ursache gedacht 
werden miissen, kénnen wir hier unbesprochen lassen. 

Das Gift stért den Regulierungsmechanismus. Ob schon vorher 
ein latenter Zustand da war, kann noch nicht entschieden werden. 
Dab nur wenige Tiere erkranken, z. B. 1 oder 2 von etwa 20 Tieren, 
obwohl auch die anderen sich in denselben Zustanden befinden (Er- 
nahrung, klimatologische Verhialtnisse, psychische Einfliisse), kann 
nicht wundernehmen. Eine ungleich groBe Stabilitét des Regulierungs- 
mechanismus kann dies erkliren?®. 

Das Gift wird durch die Stérung des Regulierungsmechanismus 
mitunter die Lonenkonstellation andern. Vielleicht lést diese Anderung 
direkt die Uberempfindlichkeit der Nerven und Muskeln aus. 


Zusammenfassung. 


1. Die Untersuchung des Blutserums von normalen Rindern und 
von Tieren, welche an Gebirparese und Kopfkrankheit oder Gras- 


1 Uber die besondere Zusammensetzung des Grases von den Wiesen, 
wo diese Anfaille auftreten, werden wir spiter Mitteilungen machen. 

2 Eine geringe Stabilitat kann eine Konstitutionseigenschaft des Tieres 
sein oder von déuBeren Umstanden bedingt werden. Bei Wiederkiuern 
spielen auch andere Faktoren wahrscheinlich eine Rolle. Wir beschaftigen 


uns jetzt mit dieser Frage. 








’ 
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tetanie (,,grass staggers’) erkrankt waren, zeigte merkwirdige Ab- 
weichungen im Regulationsmechanismus des Mineralstoffwechsels bei 
den beiden Syndromen. Am meisten fallen die Unterschiede hin 
sichtlich des Magnesiumgehalts, der Konzentration der Calciumionen 
und der Menge anorganischen Phosphors auf. Fiir Gebarparese waren 
diese Werte durchschnittlich 2,19, 0.44! und 2,16; fiir Grastetanie 
0,46, 1,18 und 4,33 mg-’,,. Weiter zeigten sich auch deutliche Unter- 
schiede zwischen Gebarparese und Grastetanie hinsichtlich des 'Total- 
calciumgehalts. Die Durchschnittszahlen waren 4,35 und 6,65mg- 
Bei normalen Rindern war der Gehalt an Mg, P, Ca** und Ca im Mittel 
1,66, 4,57, 1,65! und 9,35 mg-”.,.. 

2. Die Unterschiede wurden in vier Arten graphisch zum Aus- 
druck gebracht: 

a) dadurch, daB das Verhaltnis der Konzentrationen an Total- 
calcium, Totalmagnesium und total-anorganischem Phosphor im Blut- 
serum graphisch dargestellt wurde ; 

b) dadurch, daB in der graphischen Darstellung die Summe 
dieser drei Bestandteile angegeben wurde; 

ec) dadurch, daB das Verhiltnis der Konzentrationen an Calcium- 
ionen, Magnesium und anorganischer Phosphorsiyre im Ultrafiltrat 
graphisch dargestellt wurde; 

d) dadurch, daB die Summe der drei unter c) genannten Bestand- 
teile in der graphischen Darstellung angegeben wurde. 

In dieser Weise gelingt es, die normalen, die gebarparetischen und 
die kopfkranken Zustinde graphisch voneinander zu unterscheiden: 
die verschiedenen Gebiete sind raumlich voneinander getrennt. 

3. Bei der Gebarparese wurde die Verhaltniszah] Ca/Mg — 2 
gefunden, sie nihert sich also der durch eine intravendse FEin- 
spritzung mit Mg-Salz bewitkten Narkose, wo die Verhaltniszahl Ca/Mg 
niedriger als 0,9 ist®. Beitnormalen Rindern belauft sich diese Zahl 
auf 5,6. Dagegen begegnen wir in der Grastetanie (Verhaltniszahl 
Ca/Mg = 14,6) einem Zustand, der sich nach der anderen Richtung von 
dem normalen Zustand unterscheidet. Die Erwartung, da’ hierbei 
eine Exzitation vorliegt, trifft tatsachlich zu. 

4. Bei der Grastetanie zeigte sich ein Zusammenhang zwischen 
dem Prozentsatz des Magnesiums des Serums und dem Zeitpunkt 
der Blutentnahme, und zwar war dieser Gehalt im Anfang eines 
Tetanieanfalles immer niedrig, nach einem Anfall fast immer ver- 
haltnismaBig hoch. Diese Ergebnisse sind im Einklang mit dem Befund 


1 


Wabhrscheinlich ist diese Zahl etwas zu niedrig. 
2 Ob diese Zahl auch fiir Kiihe gilt, untersuchen wir jetzt. 


ee 
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Wackers, dal besonders die Menge des Magnesiums im Blute durch 
Muskelarbeit stark erhéht wird. 

5. Bei der Grastetanie treten auch Tetanieanfalle auf, wenn das 
Verhaltnis Ca/P ziemlich groB ist, durchschnittlich 1,5 betragt. Die Ver- 
haltnisse liegen hier also anders als bei der parathyreopriven Tetanie, 
wo es zu Anfaillen kommt, wenn diese Verhaltniszahl kleiner als 1 
wird (daB sogar dann nicht immer Tetanie auftritt, wurde schon von 
Reed betont). 

6. Bei den zwei Syndromen kommt eine grobe Labilitaét zutage 
hinsichtlich des Prozentsatzes des Calciums, der diffusibel ist. Dieser 
wechselte bei der Gebirparese von 25 bis 100, bei der Grastetanie 
von 40 bis 100 und bei normalen Rindern nur von 48 bis 66°. Ein 
Zusammenhang zwischen dem Auftreten einer Tetanie bzw. einer 
Parese und der Anderung im diffusiblen Anteil des Calciums wurde 
nicht gefunden. 

Die anorganische Phosphorsaiure ist im Serum normaler Rinder, 
sowie bei der Gebarparesa und der Grastetanie ganz diffusibel. 

Der diffusible Anteil des Magnesiums schwankt bei den drei 
Zustinden recht betrachtlich. 

7. Aus unseren Ergebnissen geht hervor, dab, wenigstens bei der 
Gebarparese, eine Beziehung zwischen den Konzentrationen der an- 
organischen Bestandteile (Ca‘*, H*, HCO,, HPO ’) des Blutserums, 
wie dies 6fters angenommen wird, nicht zutrifft. 

8. Was jetzt vielfach beziiglich des Zusammenhangs zwischen der 
mineralen Blutzusammensetzung und Krankheitserscheinungen an- 
genommen wird, kann wohl kaum als richtig betrachtet werden. Es 
kann sein, daB eine bessere Ubereinstimmung erhalten werden wird, 
wenn wir imstande sein werden, die verschiedenen Formen von jedem 
Blutserumbestandteil quantitativ zu bestimmen. Wahrscheinlich 
scheint es, daB entweder andere Blutbestandteile mst in Betracht 
gezogen werden miissen, oder daB das Blutserum uns ein falsches Bild 
von dem Zustande in den Geweben, z. B. durch veranderte Permeabilitat 


der Membrane verursacht, gibt. 


Wir danken Herrn H. Hooghoudt, Analytiker, fiir seine Hilfe bei 
der chemischen Untersuchung der Blutsera. 
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Uber die Assimilierbarkeit und Toxizitat razemischer Milchsiure. 


Von 
Otto Fiirth und Paul Engel. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Wiener Universitat ). 


(Eingegangen am 22. Oktober 1930. 


Den AnstoB fiir die vorliegende Untersuchung hat die immer wieder- 
kehrende Erérterung der Frage geboten, ob die Girungsmilchsaure, die 
gegenwartig zu relativ billigen Preisen auf den Markt gelangt, bzw. ihr 
Natriumsalz, ein zweckmaBiges und vollwertiges, fiir die Kranken- und 
Kinderernahrung ernstlich in Betracht kommendes Nahrungsmittel sei. 
Insbesondere von Seiten der Alkoholgegner wird die Milchsaéure als an- 
Zuckerabbauprodukt dem_ ,,un- 


‘ 


geblich besonders ,,physiologisches* 
physiologischen und giftigen Alkohol gegeniiber immer wieder gern 
ins Feld gefiihrt. Es ist zwar lingst bekannt (s. unten), daB von den 
beiden Komponenten der Garungsmilchsiure die Linkskomponente 
vom Organismus nur unvollkommen verwertet wird. Dagegen war die 
Meinung bis vor kurzem allgemein verbreitet, daB die d-Milchsaure, da 
ja doch einer der Hauptwege des physiologischen Zuckerabbaues tber 
diese Phase verliuft, eine Substanz sei, die der normale Organismus 
mit der gréBten Leichtigkeit, sei es im Sinne der Verbrennung, sei es 
im Sinne des Neuaufbaues polymerer Kohlehydrate, zu verwerten 
vermag. Die Grundlage fiir diese Vorstellung bot die Tatsache, daB 
unter normalen Verhaltnissen auch beim arbeitenden Menschen nur 
minimale Milchsiuremengen im Harn aufzutreten pflegen, derart, dab 
nur bei tibermaBigen Arbeitsleistungen gréBere Mengen davon zum 
Vorschein kommen!, trotzdem sich doch aus den arbeitenden Muskeln 


1 Se sanen S.J. Liljestrand u. D. Wright Wilson (Proc. Soc. Exp. Biol. 
21, 426, 1926 und Journ. of biol. Chem. 65, 713, 1925) bei ihren Versuchen 
an Menschen nach kurzdauernder, angestrengter Tatigkeit innerhalb 
10 Minuten 0,150 g¢ Milchsiiure im Harn auftreten, gegeniiber einer Norm 
von 0,002 g.  Innerhalb 20 Minuten nach erfolgter Anstrengung wurde 
ein Maximum erreicht; dann innerhalb | Stunde Abfall zur Norm. Die 
groBte beobachtete Milchséiureausscheidung nach schwerer Arbeit von 
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ein Strom von Milchsiéure ins Blut ergieBt. Eine Bresche in dieses 
Lehrgebaude ist aber vor einigen Jahren durch die Entdeckung von 
Snapper und Griinbaum! gelegt worden, derzufolge im Schweife iiber- 
raschend groBe Milchséiuremengen auftreten kénnen. Dazu kommt 
der Umstand, daB die alte Idee, der Hauptweg des physiologischen 
Zuckerabbaues verlaufe iiber die d-Milchséure, dank den grundlegenden 
Forschungen Carl Neubergs nicht mehr aufrecht erhalten werden kann. 
Angesichts dieser Tatsachen und des Umstandes, daB uns die vorliegende 
Literatur, trotz ihres sehr respektabeln Umfanges, keine ausreichende 
Klarheit tiber die eingangs erérterte Frage zu verschaffen vermochte, 
haben wir uns veranlaBbt gesehen, weitere Versuche tiber Assimilier- 
barkeit und Toxizitét der Garungsmilchsaéure in Angriff zu nehmen. 


I. Methodisches. 


Unsere Versuche sind gréBtenteils an Kaninchen ausgefihrt 
worden; eine zuverlissige Methode der Milchsdurebestimmung im 
Kaninchenharn war daher eine unerlaBliche Voraussetzung fiir unsere 
Versuche. Bereits im Jahre 1913 hatte der eine von uns eine exakte 
Methode fiir die Milchsiurebestimmung im Harn von /shihara? aus- 
arbeiten lassen. Diese beruht darauf, dab der Harn zunichst mit 
Phosphorwolframsaure gefallt, diese mit Baryt und der BarytiiberschuB 
durch Kohlenséure beseitigt wird. Aus dem Filtrat wird schlieBlich 
durch 24stiindige Extraktion mit dem rotierenden Lindtschen Apparat 
die Milchsiure ausgezogen und diese nach Fiirth-Charnass bestimmt. 
Spater hat nun Warkany*® im gleichen Laboratorium dargetan, daB, 
wenn es sich um menschlichen Harn handelt, die ebenso zeitraubende 
wie umstindliche Lindt-Extraktion voéllig umgangen werden kann, 
wofern aus dem Phosphorwolframsaurefiltrat die kohlenhydratartigen 
Substanzen durch Fallung mit Kalkmilch und Kupfersulfat beseitigt 
werden. Zusatzversuche hatten Ausbeuten von 94 bis 100°, Milchsaure 
ergeben. 

Die Hoffnung, dieses sehr bequeme Verfahren auch fir Kaninchenharn 
gebrauchen zu kénnen, hat sich aber als triigerisch erwiesen. In einer Reihe 
von Kaninchenmischharnen ergab naimlich die Bestimmung nach Warkany 
stets ein Vielfaches der Ishihara-Werte: 


3 Minuten war 1,37 g d-Milchsaure. Beziiglich des EKintlusses von Sauerstoff- 
einatmung und Trainierung vgl. Hewlett, Barnett u. Lewis, Proc. Soc. Exp. 
Biol. 22, 537, 538, 1925; Herxheimer u. Wissing, Zeitschr. f. exper. Med. 
96, 812, 1927. 

1 Snapper u. Griinbaum, Deutsche med. Wochenschr. 1929, S. 181; 
Nederl. Tijdsch. v. Geneesk. 1929; Intern. Physiol. KongreB Boston 1929. 

2 Ishihara, diese Zeitschr. 50, 468, 1913. 

3 J. Warkany, diese Zeitschr. 184, 474, 1917. 
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Nach Ishihara Nach Warkany 

a) 0,029 % 0,194 % 

b) Iendbestimmung 0,129 © 
jodometrisch nach Fuirth-Charnass 0,018 % 0,148 %, 
kolorimetrisch nach Dische . . . 0,017 % 0,165 °, 

0,138 °, 


Nach abermaliger Wiederholung 
der Kalkmilch-hupferfallung 
0,069 % 

0,162 | 

O15 | 


0,031 ) 


c) 0.033 | 0,082 % 


0,160 ©, 


0,038 | 


] 270 
d) 0,036 | 1997 % 


Anscheinend enthalt der Kaninchenharn irgendwelche (vermutlich 
aus der Pflanzennaliung stammende) Harnbestandteile (kolloide Kohlen- 
hydrate?), deren véllige Beseitigung durch die Kupfer-Kalkmilchtallung 
nicht gelingt. Wir sahen uns daher genétigt, zu der zeitraubenden Lindt 
Extraltion zariickzukehren. 

Zusatzversuche zu Harn ergaben so gute Resultate: 

gefunden 0,055 % statt 0.057% 
0,054% ., 0,052% | 


I. Verwertung per os aufgenommener Milchsiure beim Menschen. 
A. Selbstversuche mit Chabeso (Engel). 
In einer Probe des milchséurehaltigen Getrinkes ,,Chabeso** wurde 
lurch Doppelbestimmung ein Gehalt von 0,94", Milchsaure festgestellt. 
Es wurden nun friih 300cem Chabeso (enthaltend 2,82 ¢ Milchséure) 
nach dem Friihstiick getrunken und 1250cem Harn im Laufe von 
13 Stunden gesammelt. Es fanden sich darin 0,696 g¢ Milchséure. 
Im Normalharn Hngels fanden sich 


0.0086% | 
, /0 = 

0.0088 % Milchsaure. 
0.0090 % | % Milchsivure 


sonach in 1230 ccm 0,110 g Milchsaure. 


Also Mehrausscheidung 
0,696 ¢ 
0.110 ¢ 
0,586 g Milchséure, entsprechend 20.7% der autge- 
nommenen Menge. 


B. Selbstversuche mit Lithiumlactat (Engel). 
Morgens 250 cem einer 0,5" igen Lithiumlactatlésung getrunken 
(enthaltend 1,25g Lithiumlactat entsprechend 1,17 g Milchsdure), 


Harn 12 Stunden gesammelt, 920 ccm. 
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Die Analyse ergab in der Gesamtmenge 
0.487 go 
0,506 g 
0,542 g 
O4A78 ¢ 


Mittel 0,503 g Milchsiiure. 


Der Normalharn Fngels enthalt: 


am Tage vor dem Versuch 0,018°, | Mittel 0,014°,. sonach in 920 cem 
14 ., ~nach,, = 0,009 ©, | 0.126 ¢ Milchsiure. 


Sonach Mehrausscheidung 
0,503 g 
0,126 ¢ 
0.377 g Milchsiure, entsprechend 31,7, det 
aufgenommenen Menge. 


Bereits diese Versuche lassen deutlich erkennen, dab die Garungs- 
milchsiure weit davon entfernt ist, ein ideales Nahrungsmittel zu sein, 
insofern bereits nach oraler Aufnahme sehr bescheidener Mengen (1 bis 
3g) seitens eines erwachsenen Menschen diese nicht etwa vollstandig 
ausgenutzt, vielmehr zu 20 bis 30°, unverdndert ausgeschieden worden 
waren. Das wiirde, wenn man annimmt, daB die Rechtskomponente 
vollstandig verwertet worden sei, soviel heiBen, als daB von der Links- 
komponente etwa die Halfte unzersetzt den Organismus passiert hat!. 
Wir befinden uns hier im Gegensatz zu einer Angabe amerikanischer 
Autoren: Zwei weibliche Personen tranken groBe Mengen saurer Milch 
mit etwa 2”, Milchsaéure; sie beobachteten eine ausgesprochene, jedoch 
durch saure Phosphate bedingte Séuerung des Harnes. Die Milchsaure 
wurde angeblich im Korper retiniert. Wozu aber zu bemerken ist, 
daB keinerlei Milchsiurebestimmungen ausgefiihrt worden sind®. 


Ill. Milehsiiureverwertung bei Kaninchen und Hunden. 


Wir wollen unseren Versuchen einen kurzen Literaturiiberblick 
vorausschicken. 


J. Parnas® hat in Hofmeisters Laboratorium die Schicksale stereoi- 
somerer Milchsaéure im Organismus von Kaninchen (von 15 bis 215 kg) 
nach subkutaner Beibringung untersucht. 


Nach J. Parnas (diese Zeitschr. 38, 53, 1909) wird racemische Milch- 
siure im Organismus zum Teil assymmetrisch angegriffen, indem ein Uber- 
schuB an 1-Milchsaure ausgeschieden wird. Es wird aber viel mehr von det 
linksdrehenden Komponente im Verband der racemischen Milchséure 
verbrannt als wenn die 1-Saéure als solche allein verabreicht wiirde. 

2 N. R. Blatherwick u. M. Luisa Long, Journ. of biol. Chem. 53, 103, 


1922. 
> Le. 
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Kaninchen, 1,8kg, 9g i-Milchséure, das sind 5,0 g pro Kilogramm, Tod 
nach 4 Stunden. 

Kaninchen, 1,7 kg, 9g r-Milchsiiure, das sind 5,4g pro Kilogramm, Tod 
nach 5 Tagen. 

Kaninchen, 1,7 kg, 9g 1-Milchsiure, das sind 5,4g pro Kilogramm, Tod 
nach 2 Stunden unter Opisthotonus. 

Kaninchen, 2,6 kg, 9g r-Milehsiure, das sind 3,4 g pro Kilogramm, keine 
Vergiftung. 
Dasselbe Tier 2 Tage spiiter: 

l.6kg, 4,5 g i-Milechséure, das sind 2,8 g¢ pro Kilogramm, Andeutung von 
Opisthotonus. 

16kg, 4,5 g r-Milchséiure, das sind 2,8 g pro Kilogramm, keine Vergiftung. 

1,6 kg, 9,0 g r-Milchsaure, das sind 5,6 g pro Kilogramm, keine Vergiftung. 


2.7 kg, 10g i-Milchséure, das sind 3.6 g pro Kilogramm, keine Vergiftung. 


E. St. Faust! beschattigte sich mit der Frage, ob freie Milchsiure als 
Zusatz zu Brauselimonaden, Fruchtsaiften und Bonbons Verwendung 
finden diirfe. Er bejahte sie, sofern der Gehalt an freier Saéure 5% nicht 
iiberschreite. Zwei Hunde von 8kg hatten im Laufe von 24% Monaten 
42mal je 5g freier Milchsiure per Magensonde erhalten (d.i. 0,6 g¢ pro 
Kilogramm), ohne Schaden zu nehmen. Einigemal wurde auch die doppelte 
Gabe (1,2¢ pr> Kilogramm) gegeben, wobei gelegentlich Erbrechen auftrat. 
Von zwei Kaninchen von 3 kg, die fiinfmal innerhalb 11 ,Tagen je 5 g freiet 
Milchsiure (d. i. 1,6g pro Kilogramm) erhielten, starb das eine, wahrend das 
andere zwar Vergiftungserscheinungen zeigte, sich aber hernach erholte. 
Faust war der Meinung, die Garungsmilchsiure werde im Organismus 
vollstandig zerstért. 

Man konnte sonach erwarten, daB nieht nur die d-Milcehsaéure, sondern 
auch die d, l-Milchsaéure wenig toxisch sei und gut verwertbar®. Tatsachlich 
geht intraven6s injizierte Milchséiure aus dem Blute in die Organe (Lunge, 
Muskel, Niere, Milz) tiber, wird voriibergehend gespeichert und dann wieder 
an das Blut abgegeben, wobei die Muskeln diesbeziiglich keine Ausnalime- 
stellung einnehmen®. Die Unterschiede zwischen d- und = 1-Milehsaure 
hinsichtlich Atmung und Kohlenhydratsynthese im Organismus sind von 
Meyerhof und Lohmann studiert worden*. Abramson und Eggleton® tanden, 
daB, wenn man hungernden Hunden racemisches Natriumlactat ¢ntravends 
beibrachte, 7 bis 40% davon unverindert in den Harn iibergingen. Durch 
den Darm wurde es nicht ausgeschieden. Dabei wurden beide Isomeren 
ausgenutzt. Eine Synthese von Leberglykogen aus racemischem Natrium- 
lactat konnte unter diesen Bedingungen jedoch nicht erzwungen werden. 


' KB. Stanton Faust, Céthener Chem. Ztg. 84, 57. 1910. 

” Frederic S. Lee (Amer. Journ. of -hysiol, 69. LOL, 1924) hatte die 
Beobachtung, daB MuskelpreBsaft bei Tieren Miidigkeit, Atemstorung und 
Temperatursenkung bewirken kénne, auf Milehsaiure bezogen. Nach Castel 
wirkt milehsaures Natron lihmend aut den tiberlebenden Kaninchendarm 
(Klin. Wochenschr. 3, 1497, 1924). 

3 V. Veselkina (russisch), Ber. ti. d. ges. Physiol. 54, 319, L919. 

4 Meyerhof u. Lohmann, diese Zeitschr. 171, 421, 1926. 

5 H. A. Abramson vu. Philipp Eggleton, Journ. of biol. Chem. 74, 745, 


753, 763, 1927. 
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a) Zwei Kaninchen von 3 kg erhielten je 5g i-Lithiumlactat in 
50 com Wasser gelést per Schlundsonde, das ist 1,6 g Garungsmilchsdure 
pro Kilogramm. Mehr als die doppelte Gabe, auf subkutanem Wege 
beigebracht, war in einem von Parnas angestellten Versuch vertragen 
worden. Wir hielten also diese Gabe fiir véllig ungefahrlich. Die Tiere 
erschienen aber am nachsten Tage abgeschlagen und apathisch, litten 
an starkem Durchfall und gingen tags darauf ein. Der sehr spirliche 
Harn enthielt 0,37 °°, bzw. 0,26°,, Milchsaiure. Die i-Milchsdure erwies 
sich sonach, wenn per Schlundsonde gegeben, als weit toxischer als wenn 
auf subkutanem Wege beigebracht. 

b) Die letale Gabe stellte sich aber als noch weit niedriger heraus. 
Kin 3 kg-Kaninchen vertrug eine Gabe von Ig Lithiumlactat, ent- 
sprechend 0,3 g i-Milchséure pro Kilogramm und schied am ersten und 
zweiten Tage zusammengenommen 0,225 ¢ Milchséure, das ist 24 
der eingegebenen Menge, im Harn wieder aus. Am dritten Tage wurde 
die gleiche Gabe wiederholt, ohne dab die véllige Beendigung der Milch- 
siureausscheidung abgewartet worden ware. 12 Stunden spater trat 
der Tod ein; also war bereits nach einer Dosis von 0,6 qg Milchsdure pro 
Kilogramm, noch dazu auf einen Zeitraum von drei Tagen verteilt, der 
Tod eingetreten. Die Gdrungsmilchsdure ist also tatsdchlich bedeutend 
toxischer als man bisher angenommen hatte. 

c) Ein groBes Kaninchen von 4,8 kg erhielt an 3 Tagen, und zwar 
am ersten, vierten und achten Tage je 1,0 g Lithiumlactat (entsprechend 
0,94 g Milchsaiure) in je 50cem Wasser gelést per Schlundsonde. In 
den einzelnen Harnportionen wurde die Milchséureausscheidung be- 


obachtet: 


Mehrausscheidung tiber die Norm von 0,030 %. 


Nach der 1. Gabe0,69 — 0,113 0,182 ¢ ; 19% 
#9 5 a - 0,088 0,174 + 0,006 0,238 s+ ae % 
» 3 » 0,076 + 0,123 + 0,093 OF0G . . «1s « 


Also steigende Tendenz! 


IV. Milchsiureverwertung bei Alkalose. 


Macleod* und seine Mitarbeiter haben seinerzeit beobachtet, dali Ver- 
abreichung von Alkali bei Tieren eine Steigerung der Milchsaure im Harn 
und Blut sowie eine Steigerung der Glykolyse in letzterem bewirkt. Nach 
Anrep und Cannan*®, welche diese Angaben am Herzlungenpraparat nach 
Starling nachgepriift haben, scheint der kritische Punkt des Milchsaure- 
gleichgewichts im Blute bei pa = 7,4 zu liegen, derart, da®B unterhalb eine 
Beseitigung, oberhalb aber eine Anhaiufung derselben erfolgt. Andererseits 


1 Macleod und Mitarbeiter, Amer. Journ. of Physiol. 42, 460, 1917; 
47, 189, 1918. 
2G. V. Anrep u. R. K. Cannan, Journ. of Physiol. 58, 244, 1923. 
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bewirkt nach Goldblatt! Alkalose infolge reichlicher Zatuhr von Natrium- 
bicarbonat mangelhaite Kohlenhydratverwertung mit Tendenz zu Hyper- 
glykiimie und Glykosurie, verminderte Insulinwirkung und Verminderung 
des Glykogens in Leber und Muskeln. 

Wir haben bei zwei 2 kg-Kaninchen den Einflu®B steigender Bi- 
carbonatgaben auf die Milchsiureverwertung studiert. Es wurde immer 
je 1g Milchsdure in Form von Natriumlactat per Schlundsonde ein- 
gefiihrt und der Harn von den drei folgenden Tagen gesammelt. Die 
Mehrausscheidung von Milchsdure wurde auf einer Basis von 0,03", als 
Norm berechnet. Dieselbe betrug: 





Kaninchen A Kaninchen B 
Nach 3g NaHCO, . . 0.317 g | 0,214 ¢ | 
6¢ . ims 0,398 ¢ | Mittel 0,308 ¢ 0,450 g¢ ' Mittel 0,324 ¢ 
10g 4s et 0,300 ¢ | 0,310 ¢g 


Von der per Schlundsonde beigebrachten Garungsmilchsaure waren 
also bei dem einen Tiere 30,8°,, beim anderen 32,4°,, im Harn zum 
Vorschein gekommen, was von der Ausscheidung bei nicht alkalotischen 
Tieren nicht wesentlich abweicht. 

Wir haben weiterhin den EinfluB der Alkalose auf die Towizitat der 
Milchsdure an Miausen untersucht : 

Mausen von annihernd 20g Gewicht wurde milchsaures Natron 
entsprechend einer 20 %igen Milchséurelésung subkutan injiziert und die 
gleiche Injektion nach 2 Tagen wiederholt. 

Nach 5 g MiJchsaure pro Kilogramm: Nach der ersten Injektion Somnolenz, 

Herabsetzung der Retlexe, dann Erholung. 

Nach der zweiten Injektion Sopor, nach 7 Stunden tot. 


A 


ach 4g Milchséiure pro Kilogramm: Nach der ersten Injektion tot nach 
20 Stunden. 


A 


ach 3g Milchsiure pro Kilogramm: Nach der ersten Injektion etwas 
sOporos. 
Nach der zweiten Injektion tot am nachsten Tage. 
Nach 2g Milchsaiure pro Kilogramm: Nach der ersten Injektion etwas 
SOporos, 
Nach der zweiten Injektion tot am nichsten Tage. 
Nach 1 g Milchséure pro Kilogramm: Nach der ersten Injektion keine Ver- 
giftungserscheinung. 
Nach der zweiten Injektion etwas soporés, sonst keine Vergiftung. 
Die letale Dosis war hier sonach zwischen 2 und 4q Milchsdure pro 
Kilogramm gelegen. 
Eine weitere Versuchsreihe wurde in der Weise ausgeftihrt, daB die Milch 
siureinjektionen bei derselben Maus eine Woche lang taglich wiederholt 
wurden: und zwar erhielten je zwei Mause tiglich je 2.0, 1,5, 1.0g Milehsiure 


1M. W. Goldblatt, Biochem. Jotrn. 21, 991, 1927. 
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pro Kilogramm in Form einer 20°% igen) Lésung von milehsaurem 
Natron. Die tigliche Injektion von 1,0 und 1,5 ¢ bewirkte keine wesent- 
lichen Vergiftungserscheinungen. Von den Mausen, die taglich 2g erhalten 
hatten, wurde die eine nach den Injektionen somnolent, erholte sich 
jedoch wieder; die andere aber starb nach der dritten Injektion. Es 
erscheint also etwa 2g pro Kilogramm als kritische Dosis fiir die Maus, wenn 
in Form des Natrinmsalzes wiederholt subkutan gegeben. 

Zwei weitere Miuse erhielten nun tagliche Injektionen von je lg 
Milchséiure pro Kilogramm (als Na-Salz), gleichzeitig aber Dosen von 1,0, 
1,5, 2,0, 2,5, 3.0, 3.5, 4,0 NaH CO, pro Kilogramm, ohne Schaden zu nel men. 
Der gleiche Versuch an einer anderen Maus mit je 1,5 g Milchséiure pro 
Kilogramm ausgefiihrt, tiihrte bei gleichzeitiger Injektion von 3,5 bzw. 
4,0 NaHCO, pro Kilogramm den Tod herbei. Das Alkali allein erwies sich 
als unschadlich. Die hochgradige Alkalosis hatte also héchstens eine gering- 
fiigige Verschiebung der kritischen Dosis nach unten zur Folge gehabt. 


V. Milchsiureverwertung bei Zuckeriiberschwemmung des Organismus, 


Schon vor vielen Jahren hat der eine! von uns durch Beobachtungen 
tiber die Milchséureausscheidung im Harn abgekiihlter Kaninchen die 
Abhangigkeit der spontanen Milchséureausscheidung vom Aeohlenhydrat- 
bestand des Organismus sichergestellt. LaBt man die Abkiihlungsreize bei 
ein und demselben Tiere einerseits im Zust ande kiinst licher Uberschwemmung 
mit Traubenzucker, andererseits aber im Zustande hochgradiger Kohlen- 
hydratverarmung einwirken, so erweist sich das Tier im ersteren Falle 
zur Milchséiureausschiittung hochgradig disponiert, wihrend im letzteren 
Falle jede Andeutung eimer Milehsaéureausschiittung ausbleibt. Nach 
Elias und Sammartino? fiihrt Adrenalin beim Kaninchen eine miichtige 
Azidose infolge gesteigerter Milehséiurebildung herbei, wobei der Milch- 
siuregehalt der Kaninchenleber etwa aut das Dreifache gesteigert erscheint. 
Nach Moracewski und Lindners’ Versuchen an Menschen vermehrt gesteigerte 
Kohlenh ydratzufuhr, ehenso wie Phlorrhizin und Adrenalin, die Milchsiaure- 
ausscheidung im Harn, wobei sich Ldrulose besonders wirksam e1wies. 
SchlieBlich beobachtete das Ehepaar Cori# bei Kaninchen nach 0,2 mg 
Adrenalin subkutan einen Anstieg der Blutmilehsiure von O,OLL auf 0,074 &,, 
etwa parallel der Blutzuckerkurve. Jedoch vermochte Insulin nur den 
Anstieg des Blutzuckers, nicht aber der Milchsaéurekurve zu unterdriicken. 

Wir legten uns nun die Frage vor, wie sich die Verwertung per os 
zugefiihrter Milchsiure beim zuckeriiberschwemmten Tiere gestaltet. 

Zu den Versuchen diente ein grobes Kaninchen von 4,8 kg. Der 
Normalharn desselben an zwei verschiedenen Tagen enthielt 0,027 und 
0,033, Mittel 0,030 °., Milchsdiure. Das Tier enthielt nun per Kilogramm 
'., cem Suprareninum hydrochloricum Héchst 1°/,,, worauf es mit starker 
Glucosurie reagierte. 


1 O. v. Firth, diese Zeitscl r. 64, 156, 1914. 

H. Elias u. U. Sammartino, ebendaselbst 117, 10. 1921. 

W. Moraczewski u. E. Lindner, diese Zeitschr. 125, 49, 1921. 
C. Cori u. Gerty T. Cori, Journ. of biol. Chem. S84, 683, 1929. 
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Die Mehrausscheidung (iiber 0,030°,) betrug 


im Harn des Ll. u. 2. Tages 0,244 ¢ Milchsaiure Fehling 


, oe 3. » O,O87 ¢ - o 0 

4. 0.077 ¢ 0 
* “ oo D. » 0,035 ¢ 0 
és ~ en 6. » 882 0 


Summe 0,456 ¢ Milchsaure. 


Nach einer Pause von 11 Tagen erhielt das Tier eine gleiche Supra- 
renininjektion, diesmal aber gleichzeitig 1 g Lithiumlactat in 50 ccm 
H,O per os Schlundsonde. 


Die Mehrausscheidung betrug diesmal 


im Harn des 1. u. 2. Tages 0,492 g Milchsaiure, Fehling . Nylander 
sw O.105 ¢ i ” 0, 
4. OOLL g 0, “a 0 


Summe 0.608 g¢ Milchsaure 


Das Plus gegeniiber dem Vorversuch ohne gleichzeitige Milchsaure- 
zufuhr betrug hier also nur 
0.608 g¢ Milehsa&ure 
0,455 ¢ ee 
0,153 ¢ Milchsiéure, 
was 15°, der per Schlundsonde eingefiihrten Milchsauremenge entspricht. 
Die Verwertung der Milchsdure war also hier bei gleichzeitiger Suprarenin- 
wirkung keinesfalls schlechter, eher ein wenig besser als unter normalen 
Verhdltnissen, wobei etwa 20 bis 30°, der eingefiihrten Milchsdure im 
Harn zum Vorschein zu kommen piflegen. 
Nach einer Pause von einer Woche machten wir einen analogen 
Versuch unter Phlorhizinwirkung. 





Mehrausscheidung 
Harnmenge Zucker von Milchsaure 
iiber die Norm 


cem g 
Woe or | 
1. Tag 0.5 g Phlorrhizin in 
Oliven6él subkutan 
2. Tag 100 4 0 
3. Tag 0 150 2 0 
4. Tag 0.5¢ Phlorrhizin 
+1g Lithiumlactat 300 1 0.077 
5. Tag 0 160 1 0.115 
6. und 7. Tag 0 120 0,25 0,020 
Summe Milchsaure: 0,212 


Also auch in diesem Falle, unter Phlorhizinwirkung, hatte sich div 
Verwertungsquote der eingefiihrten Milchsdure mit 22°, der eingefihrten 


Milchstiuremenge (0,949) durchaus innerhalb normaler Grenzen gehalten. 
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Nach einer weiteren Pause von 3 Wochen tiberschwemmten wir 
das Tier mit T'raubenzucker, indem es per Schlundsonde an 3 aufeinander- 
folgenden Tagen je 30 g Dextrose, iiberdies 1 g Milchsaure (als Na-Lactat) 
in 100 cem Wasser erhielt: 





Mehrausscheidung 


Harnmenge an Milchsiure 
(0,030 normal) 
com g 
1. Tag 300 0,142 
2. Tag 400 O,186 
3. ‘Tag 310 0,999 
4. und 5. Tag 310 0,195 
6. Tag 110 0,005 
Summe: 0,630 


Die gesamte Mehrausscheidung an Milchsaéure nach einer Einfuhr 
von 3g Garungsmilchsiure hatte also 0,630 betragen, was wiederum 
21°., entspricht. 

Die Verwertung per os eingefiihrter Milchsdure war also weder durch 
Suprarenin, noch Phlorhizin, noch durch Uberschwemmung mit Trauben- 
zucker wesentlich beeinfluBt worden. 


Wir haben die Harne dieser milchsiuregefiitterten Tiere weiterhin 
dazu benutzt. um festzustellen, ob dieselben etwa Brenztruubensdure als 
Oxydationsprodukt der Milchsiéiure oder aber fliichtige Sduren in erhédhter 
Menge enthalten. 

Zur Priifung auf Brenztraubensdure wurde der Harn, um sekundare 
Zersetzungen zu vermeiden, in verdiinnter Salzsiiture aufgefangen, nach 
Neutralisation mit Natronlauge zum Sirup gedampft, dieser mit soviel 
verdiinnter Schwefelsdéure versetzt, kis Kongopapier gebliut wurde. Sodann 
wurde mit wassertreiem Natriumsulfat und Quarzsand zu einem Teig 
angeruhrt und am Wasserbad getrocknet, der pulverisierte Riickstand 
4 Stunden lang im Soxhlet mit Ather extrahiert, der Ather verdunstet. 
der Riickstand in wenig Wasser gelést und der Nitroprussidnatriumprobe 
unterworten. Diese fiel negativ aus, wihrend sich schon geringe DBrenz- 
traubensiiuremengen durch eine schéne Farbenreaktion (dunkelkarminrot 
bei Gegenwart von verdiinnter Kalilauge, Umschlag in ein schénes Blau 
beim Anséuern mit Essigséure) verrieten. 

Zur Bestimmung des Gehalts an fliichtigen Sduren wurde der direkt in 
verdtinnter Salzsiure aufgefangene Kaninchenharn mit Natronlauge 
neutralisiert, mit Phosphorsdiure wieder angesiuert und solange mit Wasser- 
dampt destilliert, als das Destillat noch sauer tiberging. Dieses wurde 
titriert (Phenolphthalein) und die Aziditét in Essigsiiture umgerechnet. 
Es fanden sich so: 

Im Normalharn des Kaninchens 0.26 g (als Essigsiiure bereclinet) im Tages- 
harn 0,73 g im Liter Harn. 
Nach Eingabe von Milchséure + Adrenalin am ersten Tage 0.36 ¢ (als 

Essigsiure berechnet) im Tagesharn 0.90 ¢ im Liter Harn. 


am zweiten Tage 0,29 ¢ (als Essigsdiure berechnet) im Tagesharn 1,14 ¢ 
im Liter Harn. 








ul 
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Diese Vermehrung der fliichtigen Saéuren ist hier wohl zu unbedeutend, 
als daB man ihr besonderen Wert beilegen kénnte. 


VI. Milehsiiureverwertung bei Leberschiidigune. 

Das Auftreten der Milchsiure im Harn phosphorvergifteter Tiere ist 
bekanntlich seinerzeit von Schultzen und Riess entdeckt, sodann von 
Araki (1891) in Hoppe-Seylers Laboratorium eingehend studiert worden. 
E. Neubauer (1909), der das Schicksal eingetiihrter Milchsaure im Organismus 
normaler und phosphorvergifteter Tiere studieren wollte, multe sich, 
angesichts des damaligen Fehlens einer brauchbaren Milchsaurebest immungs- 
methode, damit begniigen, einfach die Aziditat des Atherextrakts aus Harn 
titrimetrisch zu bestimmen. Nach Ausarbeitung seiner Bestimmungs- 
methode hat der eine’ von uns im Harn phosphorvergitteter Kaninchen 
bei Griinfutter nur dann vermehrte Milchséiureausscheidung beobachtet, 
wenn sie mit Zucker tiberschwemmt worden waren. Beckmann? sah bei 
Menschen mit Lebererkrankungen und bei Hunden nach Leberschadigung 
durch Phosphor, Athylalkohol und Amylalkohol die Abwanderung intra- 
venés in Form von Na-Lactat injizierter Milchsaiure aus dem Blute stark 
verzogert. Herta Schumacher® fand die Milchséure im Blute bei schweren 
Leberschadigungen vermehrt. Sie blieb nach intravendéser Injektion von 
Natriumlactat linger im Blute als bei Lebergesunden. Nach Schneider 
und Widmann* erhéhen selbst gréBere Milchsiuremengen, sofern sie bei 
Tieren intravendés von der Pfortader aus beigebracht werden, nicht wesentlich 
den Milchséurespiegel des Blutes, weil die normal funktionierende Leber 
die Milchséure schnell aus dem Kreislauf verschwinden macht. Dagegen 
fiihrt intravenése Milchsiéurezufuhr nach Leberschadigung zu einer lang- 
dauernden, hochgradigen Erhéhung des Milchsiurespiegels. 

Nach E£. Geigers® neuesten Untersuchungen ist die Leber das wichtigste 
Organ der Milchséuresynthese im lebenden Organismus. Die nach Leber- 
ausschaltung beobachtete Lactacidurie wird auf ein Fehlen der Zucker- 
synthese aus Milchséure zuriickgefiihrt. 


Das groBe Kaninchen von 4,8 kg, welches bereits der Versuchs- 
reihe IV gedient hatte und welches eine normale Milchsdéureausscheidung 
im Harn von 0,030 °,, aufwies, erhielt am 24. Marz 0,005, P subkutan. 
Am 26. Marz erhielt es 1 g Milchsdure als Na-Lactat per Schlundsonde. 





Harn BP cn Gehalt 

eem g ( 
26. U1. 1090 0.343 0,033 
27. bis 29. III. 1500 1,102 0,073 
30. TIT. bis 1. IV. 1520 1,429 0,095 
1. bis 3. IV. 1270 0,698 0.054 
4. his 6. IV. 1510 1,184 0.078 
7. bis 9. IV. 910 0.546 0,059 


5,802 


' QO. xv. Firth, diese Zeitschr. 64, 131, 1914. 

2 K. Beckmann, Klin. Wochenschr. 6, 2229, 1927. 

3 Herta Schumacher, ebendaselbst 7, 1733, 1928. 

4 FE. Schneider u. BE. Widmann, ebendaselbst 1930, 8S. 761. 
5 E. Geiger (Pécs), diese Zeitschr. 223, 190, 1930. 
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Es fand also eine Massenausscheidung von Milchsdure statt. Nicht 
nur war in den der Beibringung der Milchséiure folgenden Tagen die 
Gesamtmenge der eingefiihrten Milchsiure wieder zum Vorschein ge- 
kommen, sondern im Laufe der zwei nachsten Wochen iiberdies die 
vierfache Menge. Dabei war das Tier munter und freBlustig und zeigte, 
auber der gelegentlichen Beobachtung von ein wenig EiweiB und Gallen- 
farbstoff im Harn nichts auffalliges. Auch diese Symptome schwanden 
bald. Am 29. April zeigte die Harnuntersuchung mit nur 0,038 °,, 
normale Verhaltnisse. Am 2. und 6. Mai wurde wiederum je 1 g 
Milchsdéure per Schlundsonde eingefiihrt. Doch blieb diesmal jede Mehr- 
ausscheidung aus, insofern der Harn hernach nur 0,027 bzw. 0,026 °,, 
Milchsaure enthielt, also nur Normalwerte. Nachdem also das Tier die 
mit einer Massenausscheidung von Milchsdure einhergehende Phosphor- 
vergiftung tiberwunden hatte, war ein Stadium eingetreten, wo der 
Organismus umgekehrt ein erhdhtes Aufnahmvermégen fiir Milchsdure 
erkennen lieB und die eingefiihrte Menge restlos zu verarbeiten vermochte, 
was in der Norm nie der Fall gewesen war. 


VII. Speicherungsversuche an Ratten, 


Neue Versuche von Carl und Gerty Cori! haben gelehrt, dafX Na-d- 
Lactat, Ratten per os oder subkutan beigebracht, nicht in den Harn tiber- 
geht, vielmehr zu 40 bis 90% zu Glykogen umgeformt wird. Jl-Lactat da- 
gegen scheint kaum Glykogen zu bilden, vielmehr zu 30% in den Harn 
tiberzugehen. Die Absorption von d- und 1]-Milchsiiure aus dem Ratten- 
darm erfolgt gleich leicht; diejenige von d, 1-Milchsiure ungefiihr pro- 
portional der jeweils im Darm anwesenden Menge. Bei intravenéser Infusion 
von Natriumlactat vermégen Ratten 0,095 g Milchséure pro 100 g Kérper- 
gewicht und Stunde zu assimilieren; dies wiirde einer gewaltigen Assi- 
milationsfaihigkeit von 22g pro Kilogramm und Tag entsprechen, wobei 
die Toxizitat allerdings nicht in Rechnung gezogen ist. 

Fiitterungsversuche an Ratten sollten uns dariiber belehren, ob 
vielleicht die schwer angreifbare |-Komponente der racemischen Saure 
zeitweise im Kérper gespeichert wird oder ob etwa die Uberschwemmung 
des Kérpers mit Milchsiure eine Anhéufung von ,,Lactacidogen“, also 
einer milchséurebildenden Vorstufe herbeizufiihren vermag. 


Bei der Analyse gingen wir stets derart vor, da8 die eventuell mit 
Ather getéteten Ratten nach Beseitigung der Haut, des Kopfes, der Pfoten 
und des Magendarmtraktes gewogen und in toto in einer Fleichhackmaschine 
zerkleinert wurden. Der gut durchgemischte Brei blieb 12 Stunden im 
Eisschrank stehen, um den Ubergang von Milchsaéurevorstufen in Milch- 
siure abzuwarten. Nunmehr wurde der fiir die Analyse bestimmte Anteil 
mit Hilfe einer kleinen Schere ganz fein zerkleinert, 1 g davon genau ab- 


1 O. F. Cori u. G. T. Cori, Journ. of biol. Chem. 81, 389, 1929; 87, 13, 
1930; Journ. Cancer Res. 12, 301, 1928; Ber. ges. Physiol. 51, 231. 
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gewogen, mit genau 10 cem Ringerlésung in einen kleinen Erlenmeyer- 
kolben gespiilt. Der weitere Vorgang war entsprechend der Vorschrift 
fiir die kolorimetrische Milchsdéurebestimmung nach Dische: Zwecks Diffusion 
der Milchsaiure aus dem Gewebe in die umgebende Fliissigkeit 14Bt man 
2 Stunden stehen und filtriert dann durch Glaswolle. Vom Filtrat werden 
7,5cem abgemessen, mit 1,5 c¢em einer n/2 H,SO, und 1.5c¢em 5 %iger 
Na-Metaphosphatlésung zwecks EnteiweiBung versetzt und durch ein 
Blaubandfilter filtriert. 5cem des Filtrats werden mit leem 25 %iger 
CuSO,-Lésung versetzt; sodann wird solange Calecitumhydroxyd zugetiihit, 
bis die Farbe aus Griinblau in Tiirkisenblau umschligt; man riihrt mit 
einem Glasstab um, liBt eine halbe Stunde stehen und zentrifugiert. Vom 
Zentrifugat wird Leem mit 4cem konzentrierter H,SO, versetzt, dazu 
0,1 cem alkoholischer Hydrochinonlésung. Nach 15 Minuten langem Ver- 
weilen der Probe im kochenden Wasserbad wird die entstandene braune 
Farbung mit einer Standardlésung verglichen. 


Wir erhielten so folgende Resultate: 
0,352 | 
Normale Ratte A 4 0,329 } 0.345% Milchsdure 
0.355 
0,310 
0,338 } 0,332 °° Milechsiure 
0,349 


| Mittel 0.338 °%, 


Normale Ratte B 


Um nun den Ratten eine kontrollierbare Menge von milchsaurem 
1 " ‘ ee u 
Natron zu verfiittern, wurden Kuchen mit einem bestimmten Gehalt 
an milchsaurem Natron gebacken: z. B. 


Getrocknete Hete . . . 30°, = 

Oia Cale 3%, | Laut Bestimmung ent - 
—.....,.,.. hielt das feuchte, mileh- 
Butter C peeale: go. saure Natron 63 % freier 
a Se re Milchsaure. 


100 % 
Eventuell stehen gebliebenes Futter konnte zuriickgewogen werden. 
Zwei Ratten von 250 g Kérpergewicht wurden nun im Laufe von 
14 Tagen mit je 200g dieses Kuchens gefiittert und hatten so je 6g 
feuchten, milchsauren Natron (entsprechen 3,8g Milchsaure) in 14Tagen, 
oder 0,27 g Milchsiure pro Tag gefressen. Das bedeutet auf 1 kg Korper- 
gewicht umgerechnet, rund 1g Milchsdéure pro Tag und Kilogramm. 
Dann wurden die Ratten getétet und wie oben analysiert. 
Zwei Ratten 14 Tage lang mit 1,0 g Milchséure pro Kilogramm und 
Tag gefiittert. 
Ratte A 0,399 °, 
\ 
Mittel 0,367 °,,. 


0,322 $ 0,336 % 


25 * 
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Ratte, erst 16 Tage mit 2,0 g Milchsaure pro Tag und Kilogramm, 
sodann 1|1 Tage mit 7,3 g Milchséure pro Tag und Kilogramm gefiittert — 
eingegangen ! 

0.370 
0,374 $ 0.354% Milchséure. 
0,325 

Ratte, erst 16 Tage lang mit je 20 g Milchséure pro Tag und Kilo- 
gramm, sodann noch 5 Tage lang mit je 11 g Milchsdure pro Tag und 
Kilogramm gefiittert —- eingegangen! 

0,325 
0,337 } 0,328 % Milchséure. 
0,321 

Von einer Milchsdurespeicherung war also nichts zu merken. Die 
Unterschiede zwischen den Mittelzahlen liegen innerhalb der Versuchs- 
fehler, zudem gab diejenige Ratte, welche am meisten Milchséure er- 
halten hatte, die kleinste Mittelzahl. 

Die Ratten erwiesen sich im Gegensatz zu Kaninchen verfiitterter 
Garungsmilchséure gegeniiber auffallend resistent, insofern Gaben von 
7 und 11 g pro Kilogramm und Tag tagelang vertragen worden waren. 


VII. Kohlenmodellversuche. 


Bei friiherer Gelegenheit hatte der eine? von uns gemeinsam mit 
Hans Kanitz' festgestellt, daB d,1-Milchsiure beim Kochen ihrer 
Lésung mit aktiver Kohle durch katalytische Oxydation merklich an- 
gegriffen wird. Angesichts des groben Unterschiedes in der Angreifbar- 
keit der d- und l-Komponente im tierischen Organismus sollte nunmehr 
festgestellt werden, ob etwa auch im Kohlenmodellversuch ein Unter- 
schied zwischen den beiden optischen Komponenten bemerkbar sei. Es 
wurde daher d,/-Milchsdure mit d-Milchsdure im  Parallelversuch 
verglichen. 

Die erforderliche d-Milchsdure wurde auf dem Wege des Zinksalzes 
aus Liebigschem Fleischextrakt gewonnen. Zum Zwecke der Identifizierung 
wurden 2,93 g des schén kristallisierten Zinksalzes mit 1,5 g wasserfreiem 
Na,CO, in 100 cem H,O gekocht, das Zuckerearbonat abfiltriert, nach- 
gewaschen und im Filtrat die Milchséure nach Fiirth-Charnass bestimmt. 


Fs fanden sich e Milchséure (statt 1,89 g berechnet fiir Zn(C,;H,O,), 
2 H,O). 


Es wurden nun je 5g Kohle und 30 ccm 0,8", d-Milchséure und 
20 ccm Wasser 3!., Stunden mit aktiver Merckscher Tierkohle unter 


1 O. Firth u. Hans Kanitz, Sitzungsber. d. Wiener Akad. d. Wiss. 
(Naturwiss. Klasse) 188, 127, 1920; Monatsh. f. Chem. 53/54, 127, 1929. 
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RickfluBkiihlung gekocht; dann wurde abgenutscht, die Kohle wieder- 

holt ausgekocht und in dem vereinigten Filtrat die Milchsiure bestimmt. 
20 9 

en Mittel 35,5 °,, an d-Milchsdure. 

33,9 % 

Parallelversuche mit d, l-Milchsdure hatten Verluste von | 50,8 °,, 

36,6 °, 


Es ergab sich ein Verlust von 


Mittel 40,4°,, ergeben. Also kein wesentlicher Unterschied. 


Um den etwaigen Einfluf von Metallzusdtzen auf die katalytische Milch 
sdurezerstérung festzustellen, wurde 1, kg reinster Saccharose (.,zur kalori- 
metrischen Bestimmung Kahlbaum*) unter Zusatz von 5g Harnstoff in 
einem groBen Porzellantiegel verkohlt, die so erhaltene Kohle wurde 
a) nativ und b), c),d) unter Zusatz von 20 cem 1 %igem Ferronitrat, Kupri- 
nitrat bzw. Mangannitrat andauernd gegliiht. Je LO g dieser vier Kohlen- 
proben wurden mit LOO ccm 0.5% Lithiumlactat 3% Stunden gekocht 
und das Ausma# der Zerst6érung von d, l-Milchsaiure wie oben ausgewertet. 

Der Milchséureverlust betrug: 

fiir die metallfreie Kohle 42,0 | 
27,57" 

ss elsenreiche » 38,9 
5 1 41,9% 
45.0 | 
» 9»  kupferreiche ,, 34,1) 
42,8 | 


» 9.»  Manganreiche ,, 32,0). 


38,4 % 


Es war kein auBerhalb der Sch wankungsbreite der Methode liegender 
EinfluB des Metallgehaltes der Kohle auf die katalytische Milchsaure- 
zerst6rung bemerkbar. 

Zusammenfassung. 

Zum Zweck der Klarstellung der Frage, ob die Garungsmilchsdure 
als ein vollwertiges, insbesondere fiir die Ernahrung von Kranken und 
Kindern zweckmaBiges Nahrungsmittel gelten dirfe; wurden weitere 
Versuche iiber die Assimilierbarkeit und Toxizitdét derselben angestellt. 

In methodischer Hinsicht wurde festgestellt, daB die von Warkany 
fir Menschenharn angegebene Milchséurebestimmungsmethode _ fiir 
Kaninchenharn nicht anwendbar ist, daB vielmehr in diesem Falle die 
Atherextraktion der Milchsiure mit Hilfe des rotierenden Lindtschen 
Extraktionsapparates nicht umgangen werden kann. 

Nach Aufnahme von Garungsmilchsdiure per os beim Menschen 
tritt 20 bis 30°,, der Milchséure in den Harn iiber. 


Beim Kaninchen erwies sich auf dem Magenwege beigebrachte 
Garungsmilchséure als weit toxischer als man bisher angenommen 
hatte. Wahrend bei Subkutanversuchen Gaben von 2,8 bis 3,6 g pro 
Kilogramm keine Vergiftung oder héchstens die Andeutung einer solchen 
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herbeigeftihrt hatten (Parnas), sahen wir Kaninchen bereits nach 1,6 g 
pro Kilogramm, eines sogar nach einer Gabe von 0,6 g pro Kilogramm, 
die noch dazu auf 3 Tage verteilt war, zugrundegehen. Bei Mdusen lag 
bei subkutaner Beibringung des Natriumsalzes die letale Dosis bei 2 
bis 4 g pro Kilogramm. — Ratten allerdings vertrugen die langdauernde 
tagliche Beibringung von 2 g pro Kilogramm ohne Schaden und sogar 
noch viel gr6Bere Gaben. Angesichts der hochgradigen Toxizitat ins- 
besondere der auf dem Magenwege beigebrachten Milchsiure fiir Ka- 
ninchen und des Umstandes, daB auch beim Menschen infolge der 
mangelhaften Verwertung der ]-Komponente selbst von kleinen Dosen 
ein betrichtlicher Bruchteil im Harn ungeniitzt zur Ausscheidung 
gelangt, muP die Frage, ob die Garungsmilchsdure als ein vollwertiges, 
,,physiologisches** und zweckmdBiges Nahrungsmittel gelten kdnne, ver- 
neint werden. Gegen den Gebrauch von geringeren Milchsiuremengen 
als Zusatz zu Limonaden, Fruchtséften, Bonbons und dergleichen ist 
dagegen sicherlich nichts einzuwenden. 

Durch Natriumcarbonat herbeigefiihrte Alkalose erwies sich ohne 
EinfluB auf die Ausscheidungsquote der Milchséure bei Kaninchen und 
die Toxizitét bei Mausen. 

Die Verwertung der per os eingefiihrten Milchséure beim Kaninchen 
wurde weder durch Suprarenin, noch durch Phlorhizin, noch durch 
Uberschwemmung mit Praubenzucker wesentlich beeinfluBt. 

Bei nicht letaler Phosphorvergiftung wurde eine Massenausschittung 
von Milchsaure beim Kaninchen beobachtet, nach Abklingen der Ver- 
giftung dagegen umgekehrt ein erhéhtes Aufnahmevermégen fiir Milch- 
saure. 

Bei Ratten war auch nach Masseniiberschwemmung mit Lactat 
von einer Speicherung von Milchsaéure oder ihrer Vorstufen im Organismus 
nichts zu bemerken. 

Versuche tiber die katalytische Oxydation von Milchsdure an Kohlen- 
oberfldchen lieBen einen Unterschied in der Angreifbarkeit der d- und 
l-Komponente, wie sie im physiologischen Versuch in so auffallender 
Weise hervortritt, nicht erkennen. 
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A. Einleitung. 


Untersuchungen tiber den Glykogen- bzw. Gesamtkohlenhydrat- 
gehalt von Lebern menschlicher Leichen, die von dem einen von uns 
in Gemeinschaft mit Oskar Wozasek! an einem gréBeren Leichenmaterial 
durchgefiihrt worden waren, hatten ergeben, daB dieser in enger Be- 
ziehung zur Todesart und auch zur Dauer und dem Verlauf der voraus- 
gegangenen Krankheit, sowie auch zu ihrer Art steht. Weiter konnten 
bei diesen Untersuchungen, bei denen die Resultate der chemischen 


1 Popper u. Wozasek, Wiener med. Wochenschr. 1929, H. 14; Virchows 
Archiv. 
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Methodik, wie sie sich bei den Gesamtkohlenhydratbestimmungen nach 
Dische und Popper! erheben lieBen, mit den Befunden verglichen wurden, 
die sich aus den histochemischen Reaktionen ergaben, noch andere 
wesentliche Feststellungen gemacht werden. 

Es erschien daher verlockend, zur Ergainzung dieser Untersuchungen 
auch einer anderen Substanz, die als Abbauprodukt der Zucker in 
naher Beziehung zu den Kohlenhydraten steht, der Milchsdure, sich 
zuzuwenden und auch hier ebenso wie in der oben erwahnten Arbeit 
das Milchsaurebildungsvermégen der Leichenleber im Vergleich zu 
dem anatomischen Aufbau und den pathologischen Verainderungen 
zu betrachten und daneben noch die Kohlenhydrate chemisch und auch 
histologisch zu bestimmen. 

Dieses Vorgehen wurde durch den Umstand erleichtert, daB vor 
einiger Zeit von Dische und Laszlo? im Fiirthschen Laboratorium eine 
einfache kolorimetrische Milchsaéurebestimmungsmethode ausgearbeitet 
worden ist, die sich sehr wohl] auf Organe anwenden 1]éBt und geringen 
Zeitaufwand beansprucht. Weiter ist es bei Verwendung dieser Technik 
leicht méglich, das bei der Sektion gewonnene Material von mensch- 
lichen Leichen mit einfachen Hilfsmitteln zu konservieren, um es erst 
einige Zeit spiter einer chemischen Untersuchung zuzufiihren. 

Zur Erganzung der erwahnten vergleichsweisen Untersuchung des 
Milchséuregehalts bei pathologischen Veriinderungen erschien es wesent- 
lich, sich ein Bild tiber die Milchséurebildung in der normalen Leichen- 
leber tiberhaupt zu machen und festzustellen, wie eine solche sich bei 
Anwendung von Pufferlésungen und bei Zusatzversuchen verhilt. 


B. Methodik. 


Zur Milchséurebestimmung nach Dische-Laszlo wurde jeweils 
ungefahr 1 g dem frischen Organ méglichst bald nach dem Tode bzw. 
nach der Sektion durch Anlegen von frischen Schnittflachen entnommen 
(wobei bei Nieren darauf geachtet wurde, daB jeweils Teile von Rinden- 
und Marksubstanz in entsprechendem Verhaltnis zur Verwendung kamen) 
und in einem kleinen Wageglaischen fein zerschnitten, gewogen und 
unter mehrmaligem Nachwaschen mit im ganzen 10 ccm Ringerlésung 
in einen Erlenmeyerkolben (von,50cem Fassungsraum) iiberfiihrt ; sodann 
wurden einige Tropten Chloroform zugesetzt und schlieBlich der wohl- 
verstopfte Kolben 2 Stunden bei Zimmertemperatur stehengelassen, 
wobei mehrmals umgeschiittelt wurde, man jedoch darauf geachtet 
hat, daB die Gewebsbréckel immer von Fliissigkeit bedeckt blieben. 


1 Dische u. Popper, diese Zeitschr. 175, 371, 1927; Klin. Wochenschr. 
5, 1973, 1926. 
2 Dische u. Laszlo, diese Zeitschr. 187, 344, 1927. 
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Nach dieser Zeit wurde abdekantiert, 7,5ccm entnommen und mit 
je 1,5 cem einer halbnormalen Schwefelsaéure und einer 5° igen Natrium- 
metaphosphatlésung zur EnteiweiBbung versetzt. In diesem Zustande 
wurde das Material aufbewahrt und oft erst mehrere Tage spater der 
weiteren Untersuchung zugefiihrt. 

Bei dieser wurde durch ein Blaubandfilter abfiltriert, 5 ccm des 
Filtrats in einem Zentrifugenroéhrchen mit 1 ccm einer 25" igen CuSO, 
Lésung und so viel wasserfreiem Ca(OH), versetzt, bis der griinblaue 
Farbton der Suspension in Tiirkisblau umschlug. Nach Umriihren 
wurde eine halbe Stunde stehengelassen, der Niederschlag abzentri- 
fugiert und I1ccem des Zentrifugats, das so kohlenhydratfrei war, in 
einer Eprouvette unter Wasserkiihlung mit 4 ccm konzentrierter 
Schwefelsiure und 0,1 cem einer 20 °,,igen alkoholischen Hydrochinon- 
lésung versetzt. Zugleich mit einer ebenso behandelten Standard- 
lésung und Leerprobe werden die Réhrchen 15 Minuten in siedendem 
Wasser erhitzt. Darauf wurde die entstandene orangebraune Farbe in 
einem Walpoleschen Komparator ausgewertet und hieraus der Milch- 
sduregehalt errechnet. 

Bei dieser Bestimmung wird also nicht, wie sonst, die dureh Aus- 
kochen aus einem koagulierten Organ extrahierte Milchsiuremenge be- 
stimmt, sondern diejenige Menge gesucht, die sich nach Einstellung eines 
Diffusionsgleichgewichts zwischen Organbrei und Ringerlésung bei Zimmer- 
temperatur in der AuBentlissigkeit befindet. Man sucht somit bloB die 
diffusible Milchséiure und muS8 auf eine irgendwie gebundene verzichten. 
Wir waren daher zuerst gendtigt, in einzelnen Versuchen die Zeit fest- 
zustellen, zu der das Diffusionsgleichgewicht eintritt und eine lingere 
Dauer der Diffusion keine Vermehrung des Milchséuregehalts der AuBen- 
fliissigkeit bewirkt. Tabelle I gibt das Bild eines derartigen Versuchs. 


Tabelle J. 


Milchsiurewert bei verschiedener Dauer der Diffusion. 








roll hae Milchsiure pod - Milchsiure 
Std. 0/5 Std. Oo 
Wy 0.360 2"), 0,373 
1 0,354 3 0,394 
1}), 0,387 © 4 0,371 
2 0,382 


Wie aus obigem bervorgeht, ist nach ungefdhr 1!., Stunden das 
Diffusionsgleichgewicht eingetreten. Wir haben daher in allen folgenden 
Versuchen die Gewebssuspension immer einheitlich mindestens 2 Stunden 
stehengelassen, um sodann die beschriebene Fallung anzuschlieBen. 


Weiter war es erforderlich, die Menge der auskochbaren Milchsaure 
mit der diffusiblen zu vergleichen. Zu dem Zwecke wurde in einigen 
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Fallen mit der angegebenen Technik die diffusible Milchséure bestimmt, 
andererseits 3 g des zerschnittenen Organs dreimal durch je 5 Minuten 
mit je 20 cem destillierten Wassers ausgekocht, die Extraktionsfliissig- 
keiten wiederum zusammengegossen, auf 60 ccm aufgefiillt und jetzt 
hier nach Eindampfen ebenso die Milchséiure bestimmt. Im folgenden 
seien als Beispiele zwei derartige Versuche angefiihrt. 


Tabelle Il. 


Vergleich der Diffusionsmethode mit der Kochmethode. 





Milchsiure in > 


Fall 
bei Diffusion bei Auskochen 
4 0,434 0,424 
0,430 0,423 
5 0,434 0,405 
0,453 0,366 


Y. . . ° . . oe > 

Wie hieraus deutlich wird, besteht meist eine annaihernde Uber- 
einstimmung zwischen den beiden Bestimmungen, wobei jedoch zu 
erwahnen ist, daB nach unserer Technik immer etwas mehr und auch 
regelmaBigere Resultate gefunden wurden, was ja dadurch zu erklaren 
ist, daB beim Auskochen Milchsiéiure verloren gehen kann. 

Auf die vorherige EnteiweiBung hatte man verzichten kénnen, da in 
der Originalmethode angegeben ist, daB bei nicht besonders eiweibreicher 
Fliissigkeit, und die Diffusionsfliissigkeit ist eine solche, die Proteinfallung 
zugleich mit dem Niederschlagen der Kohlenhydrate mit Kupferkalk nach 
Harrop unter Einhalten bestimmter Bedingungen erfolgen kénne. Da 
es aber notwendig erschien, das gewonnene Material in einfacher Weise 
zu fixieren, wurde diese KiweiBfallung eingeschaltet, durch die eine Kon- 
servierung leicht méglich wurde. 

Wir haben uns in einer groBen Zahl von Untersuchungen tiber die 
Leistungsfahigkeit der Methode orientiert und konnten, wie im folgenden 
gezeigt wird, bei Vergleichsbestimmungen nur geringe Fehler finden, so 
daB wir meist auf Kontrollversuche verzichteten und blo8 zur Anstellung 
der kolorimetrischen Reaktion Doppelbestimmungen machten. 


Tabelle III. 


Kontrollbestimmungen an derselben Leber. 








Fall 1 Fall 2 Fall 1 Fall 2 
3 0,203 0,344 4. 0,214 
2. 0,216 0,321 5. 0,197 
3. 0,207 0,344 6. 0,217 


Die angewendete kolorimetrische Methode ist, wie tibrigens jede 
Farbreaktion, fiir Milchséure nicht durchaus spezifisch,da auch einzelne 
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andere Koérper, wenn auch in weit schwacherem Mabe, reagieren, doch 
diirfte, wie Dische und Laszlo ausfiihren, bei physiologischen Unter- 
suchungen daraus keine wesentliche Stérung erfolgen. Jedenfalls ist 
an Methylglyoxal zu denken, das die Farbreaktion gleichfalls gibt. 
Im tbrigen sei auf die Ausfiihrungen der Autoren tiber die Spezifitat 
der Reaktion in der Originalarbeit verwiesen. 


Zur Kohlenhydratbestimmung wurde die kolorimetrische Methode 
von Dische und Popper verwendet, die auf der Auswertung der braunen 
Farbe beruht, mit der Kohlenhydrate in Gegenwart von Indol und 
konzentrierter Schwefelsiure bei Erhitzen reagieren. Mit dieser Methode 
werden die sogenannten Gesamtkohlenhydrate bestimmt, die jedoch 
nach mehrfachen Untersuchungen, so von Burghard und Paffrath' 
wie auch von Popper und Wozasek, in der Leber zum gréBten Teile vom 
Glykogen und seinen Abbauprodukten dargestellt werden; nur ein 
kleiner Teil, etwa 0,2°,, ist auf Rechnung der sogenannten Rest- 
Kohlenhydrate zu setzen. 


Histologisch wurde das Glykogen mit der Karminfarbung nach 
Best dargestellt, wobei bei der Einbettung eine von Arnold*® angegebene 
Modifikation verwendet wurde. 


«. Literatur. 


Uber die Milchsaiurebildung im Muskel sei auf die Arbeiten von Meyer- 
hof, Embden, Laquer und Firth verwiesen. Beziiglich der Milchsiure- 
bildung in anderen Organen sei in erster Linie erwihnt: Arause* sowie 
Schmitz und Chrometzka* beziiglich Speicheldriisen, weiter Wohlgemuth und 
Ikebata® beziiglich menschlicher Haut, Himwich und Sheldon® beziiglich 
verschiedener Organe wie Hoden, Niere, Driise und Gehirn. 

Uber Milchsaéurebestimmungen an Lebern berichten unter anderen 
Tiirkel?, Ssobolew®, weiter Sevringhaus*®. Uber die Milchsaiurebildung nach 
dem Tode berichtet Riesser'® bei Eskulenten mit Anstieg von 0.0199 aut 
0,3575% (nach 2 Stunden bei 45° in 2% iger Natriumcarbonatlésung), 
bei Kaninchen von 0.0846 auf 0,2891°,. Fahrig™ bei Meerschweinchen 
von 0,0975 auf 0,2442 (24 Stunden gepuffert bei Zimmertemperatur). Doch 
sind die Bestimmungen wegen Unterschieden in der Versuchsanordnung, 


1 Butghard u. Paffrath, Zeitschr. tf. Kinderheilkde. 45, 68 und 79, 1928. 
Arnold, Virchows Arch. 198, 1908. 

Krause, Zeitschr. f. physiol. Chem. 168, 216, 1927. 

Schmitz u. Chrometzka, ebendaselbst 144, 196, 1925. 

Wohlgemuth u. Ikebata, diese Zeitschr. 186, 45, 1927. 

Himwich u. Sheldon, zitiert nach Ronas Ber. 44. 

Tiirkel, diese Zeitschr. 20, 431, 1909. 

Ssobolew, ebendaselbst 47, 367, 1912. 
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® Sevringhaus, Journ. of biol. Chem. 57. 
10 Riesser, Zeitschr. tf. physiol. Chem. 161. 
u 


Fahrig, Zeitschr. f. Krebsforsch. 25. 
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weiter in der verstrichenen Zeit und schlieBlich auch in der Tierart kaum 
miteinander zu vergleichen. 

SchlieBlich hat Firth? in sechs Fallen Muskeln und auch Lebern von 
Menschen untersucht und hierbei die Milchsaure sofort nach der Sektion 
(12 Stunden bis 5 Tage post mortem) bestimmt und sie mit dem Milch- 
siuregehalt einige Tage spaiter verglichen. Er fand hierbei meist keinen 
wesentlichen Unterschied. Drei seiner Falle waren Diabetiker. 

Uber den Einflu8 von Insulin auf den Milchséuregehalt von Lebern 
von Kaninchen berichtet Sammartino Ubaldo?. 

oy . 7 . ” ‘ 7 

Uber die Spaltung von Hexosediphosphorsaéure durch Organe siehe die 
Literaturzusammenstellung bei Firth und Marian’. 


D. Milchsiurebildung in Meerschweinchenlebern nach dem Tode. 

Zur Untersuchung an menschlichen Leichenlebern war zuerst die 
Frage zu entscheiden, was die Milchsiuremenge bedeutet, die wir im 
Zeitpunkt der Untersuchung, also etliche Stunden nach dem Tode fest- 
stellen kénnen. Die Leber besitzt, ebenso wie die anderen Organe, 
eine Milchsaéurebildungsfahigkeit, die im Moment des Todes nicht zu 
Ende ist, sondern im tiberlebenden Organ eine gewisse Zeit noch an- 
dauert. Diese Vorstellung wird bekraftigt durch zahlreiche Unter- 
suchungen tiber die Glykolyse bzw. Milchsdurebildung im tiberlebenden 
Organ, so von Warburg, Meyerhof usw. 

Es war daher selbstverstandlich, daB in den Geweben der Leiche 
sozusagen als in tiberlebenden Organen eine Milchsaéurebildung wohl 
in erster Linie aus Kohlenhydraten vor sich geht, tiber deren Ablauf 
man sich zuerst unterrichten muB, da es von vornherein als durchaus 
méglich erscheint, daB die in der Leiche gefundene Menge ein Viel- 
faches derjenigen sein kénnte, die wihrend des Lebens im Organ bei 
intaktem Kreislauf vorhanden ist. Es ist also méglich, daB die ge- 
fundene Zahl in erster Linie eine Funktion der zwischen Tod und Unter- 
suchung verstrichenen Zeit und erst in zweiter Linie eine Funktion des 
spezifischen Zustandes des Gewebes war. 

Wir haben daher in mehreren Versuchen in der Leber von Meer- 
schweinchen in gewissen Abstanden nach dem Tode' die Milchsaure- 
menge untersucht. 

Wir wissen nach den Untersuchungen Laquers, Meyerhofs und 
anderer, daB das héchste MaB der Milchsdiurebildung ganz kurze Zeit 
nach dem Tode sozusagen explosionsartig erfolgt und daB es notwendig 
ist, wenn man sich tiber den Milchséuregehalt des Organs im Moment 
des Todes informieren will, die Organe raschest unter Eiskiihlung auf 


! Firth, diese Zeitschr. 69, 199, 1915. 
2 Sammartino Ubaldo, zitiert nach Ronas Ber. 47. 
3 Firth u. Marian, diese Zeitschr. 167, 123, 1926. 
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minus 6° gefrieren zu lassen. Wir haben davon abgesehen, da es uns 
ja weniger auf die Milchséiurebildung kurz nach dem Tode als auf die 
einige Zeit nachher ankam. Daher wurden die lebenswarmen Lebern 
wie sonst verarbeitet und die Milchséurefixierung durch den Chloroform- 
zusatz (s. unten) erfolgte meist erst etwa eine halbe Stunde nach dem 
Tode des Tieres, weswegen der zu diesem Zeitpunkt gefundene Wert 
schon als wesentlich héher anzusehen ist als der im Moment des Todes. 


Nach unveréffentlichten Versuchen von Dische bewirkt Zusatz 
von Chloroform zur Gewebsuspension eine Aufhebung der Glykolyse bet 


der Leber. 


Bei diesen Untersuchungen wurden die Meerschweinchen durch Nacken- 
schlag getétet, die Leber frei priapariert, ein Stiickchen entnommen und 
nach Bedeckung der Bauchhéhle mit feuchter Watte das Tier bei Zimmer- 
temperatur liegen gelassen, und es wurde nach der entsprechenden Zeit 
neuerdings entnommen. 


Folgende Abbildung soll die Milchsaéurebildung in der Leber nach 
dem Tode deutlich machen. 
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Kurve zur Darstellung der Milchsdurebildung in der Leber nach dem Tode. 
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Die Anfangswerte, die einer Untersuchung nach ungefihr einer 
viertel bis halben Stunde p. m. entsprechen, sind dementsprechend 
bereits sehr hoch und liegen in den vier Versuchen zwischen 0,137 und 
0,271 °,, der Feuchtsubstanz. Aus der Literatur ist bekannt, daB der 
Milchsauregehalt der Tierleber bei méglichst rascher Fixierung nach 
dem Tode, meist durch Eiskiihlung, ungefahr zwischen 0,01 und 0,05 °,, 
liegt. 

Aus der Abbildung geht hervor, daB der sicherlich zu hohe Wert, 
wie er eine halbe Stunde nach dem Tode bestimmt wurde, durch die 
Werte der folgenden Zeiten noch wesentlich iibertroffen wird, und zwar 
wird bei den Meerschweinchen schlieBlich ein Gehalt von an 400 mg-”, 
erreicht. Die Kurve dieser Steigerung der Milchséurewerte mit der 
Zeit nach dem Tode verflacht nach etwa 7 Stunden, indem nach dieser 
Zeit eine nur mehr geringgradige Steigerung erfolgt. Wir kénnen also 
aus der Untersuchung von 4 Meerschweinchen schlieBen, dap nach etwa 
7 bis 8 Stunden die Milchsdéurebildung in der unverdnderten Leber so 
ziemlich beendet ist, das heiBt, daB das Milchsiuremaximum ohne Puffe- 
rung nach 7 bis 8 Stunden erreicht war. 

Wir bestimmen daher wohl auch bei unseren Untersuchungen 
menschlicher Leichenlebern, die erst geraume Zeit nach dem Tode unter- 
sucht wurden, einen Wert, der als der héchste Milchsdéurewert aufzufassen 
ist, dessen das unverainderte Organ fahig ist. Wenn wir nun mit Laquer 
ein aktuelles und ein potentielles Milchséurebildungsmaximum unter- 
scheiden wollen, wobei unter ersterem die Milchséurebildungsgrenze 
im Gewebe ohne Pufferung, bei letzterem mit Pufferung verstanden 
werden soll, so drangt sich nun die Frage auf, ob zwischen beiden ein 
Unterschied besteht, d. h., ob bei geniigender Pufferung das Milchsaure- 
bildungsmaximum in die Héhe getrieben wird. 


E. Untersuchungen an menschlichen Leichenlebern. 


-0 


1. Milchsdurebildung bei mehrtdgigem Aufenthalt in Ringerlésung bei 36 

Um uns ein Bild dariiber zu machen, ob die menschliche Leber, 
die ja erst geraume Zeit nach dem Tode zur Untersuchung gelangt, 
noch einer weiteren Milchséurebildung bei Pufferung fahig ist, wurden 
in mehreren Fallen Parallelversuche angesetzt, bei denen der Organ- 
brei mit einer besonders bereiteten Ringerlésung verstzt war, die infolge 
eines héheren Gehaltes an Natriumbicarbonat imstande ist, eine mehr- 
gebildete Milchsiure zu neutralisieren. Dazu verwendeten wir eine 
Ringerloésung, die folgende Zusammensetzung besitzt. Zu 76 ccm einer 
0,9° igen NaCl-Lésung werden 2 ccm einer 1,14°,igen KCl-, 2 cem 
einer 1,16°,igen CaCl,-Lésung und 20 cem einer 1,31 ° igen Na HCO,- 
Lésung zugesetzt. 
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Wir tberzeugten uns, da das py dieser Ringerlésung ungefahr 
bei 7,9 liegt, und weiter konnten wir feststellen, daB sich diese Wasser- 
stoffzah] in keiner Weise andert, wenn man in 10 cem dieser Ringer- 
lésung 1 g Leber suspendiert. 

Es konnte weiterhin beobachtet werden, dab selbst eine betrachtliche 
Milchséurebildung bis etwa 500 mg-°,, Milchséure, bezogen auf das 
Feuchtgewicht der Leber, diese Wasserstoffionenkonzentration nur 
wenig nach der sauren Seite verschob. 

Durch den so bereiteten Ringer wurde der Méglichkeit ausgewichen, 
daB durch eine Sauerung der Gewebssuspension eine Selbsthemmung 
der Milchsaurebildung eintritt. 

Von drei Proben der gleichen menschlichen Leber, die mit diesem 
Ringer versetzt worden waren, wurde ein Teil in der gewOhnlichen Weise 
sofort untersucht, indem man ihn, wie die Methode vorschreibt, 2 Stunden 
mit Chloroform versetzt bei Zimmertemperatur diffundieren lieB, wihrend 
man die beiden anderen Teile, gleichfalls mit Chloroform versetzt, 24 bzw. 
48 Stunden bei 37° aufbewahrte. Die daraut durchgefiihrte Bestimmung 
dieser Proben ergab im allgemeinen so ziemlich denselben Wert, mit wohl 
etwas breiteren Schwankungen nach beiden Seiten. 

Nachfolgende Tabelle zeigt die in den untersuchten Fiillen bestimmten 
Werte, wobei auch ein Fall von Morbus Basedow und einer von subakuter 
roter Leberatrophie einbezogen war. Die Nummern der Fille in dieser 
und in den folgenden Tabellen beziehen sich auf die Falle, die in den 
Tabellen V, VI und VII angefiihrt sind. 


Labelle IV. 


Milchséuregehalt von menschlichen Lebern nach lingerem Aufenthalt in 
den Brutkammern in gepufferter Ringerlésung. 





Fall Milehséuregehalt Nach 24 Std. in Nach 48 Std. in 
bei der Sektion der Brutkammer der Brutkammer 
Nr. 0 0 
51 0.418 0.460 0.384 eesti’ 
52 0,300 0,310 0.287 f 
53 0,310 0,320 0.265 
54 * 0,285 0,262 0.263 
5d 0,335 0,317 0,314 
56 0.363 0,367 O.BS85 Subakute rote 


Leberatrophie 


Aus der Tabelle geht hervor, dal} das Milchsiurebildungsmaximum 
in allen Fallen bereits im Moment der Untersuchung erreicht war und 
daB selbst eine ldnger dauernde Aufbewahrung bei Kérpertemperatur 
keine wesentliche Anderung mehr herbcifiihren konnte. Bei den unter- 
suchten Fallen war zwischen dem Tode und der Untersuchung wohl 
schon ein lingerer Zeitraum (bereits 10 bis 22 Stunden) verstrichen. 

Der Chloroformzusatz ist wohl sicherlich hemmend gewesen, er- 


schien aber deshalb notwendig, da sonst bakterielle Vorgiange stérend 
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hatten einwirken kénnen; denn ein keimfreies Arbeiten erscheint bei 
Leichenmaterial schwer méglich. 

Die eben festgestellten Befunde stehen in Ubereinstimmung mit 
den Angaben des Schrifttums. So finden sich in den Untersuchungen 
von Fiirth Zahlen, aus denen gleichfalls hervorgeht, da im Moment der 
Untersuchung das Milchsiurebildungsmaximum bereits erreicht ist, 
bzw. daB nur mehr geringe Schwankungen nach beiden Seiten eintreten. 

Aus dem Angefiihrten geht hervor, daB wir bei der von uns durch- 
gefiihrten Untersuchung an Leichenorganen selbstverstandlich nicht 
den Milchséuregehalt im Leben, sondern das Milchsdurebildungsmaximum 
bestimmt haben, d. h. die gréBte Menge Milchsaure, die sich im Leichen- 
organe entwickelt hat, eine Menge, die durch eine nachtragliche Auf- 
bewahrung in der Brutkammer bei 37° in gepufferter Lésung nicht 
mehr geindert werden kann. 

2. Milchsdurewerte in nicht pathologisch verdnderten Leichenlebern. 

Im folgenden seien tabellarisch die untersuchten Faille angefiihrt, 
wobei als erste Gruppe diejenigen angefiihrt werden, bei denen die 
Leber keine besonderen pathologischen Veranderungen aufwies und 
bei denen auch keine allgemeine Stoffwechselerkrankung eine ge- 
sonderte Betrachtung als wiinschenswert erscheinen lieB. 

Aus dieser Tabelle geht hervor, daB das Milchsiurebildungs- 
maximum in den hier genannten Fallen von ahnlicher GréBenordnung 
ist, d.h. zwischen 136 und 438 mg-°,, schwankt, im Mittel jedoch 
zwischen 200 und 350 mg-°,, liegt und nur ganz ausnahmsweise diese 
Extreme erreicht. 

Der Vergleich mit den mitangefiihrten Kohlenhydraten sowie den 
aus den Schnitten schatzbaren Glykogenmengen zeigt, da besondere 
Beziehungen des Milchsaéiuregehaltes zum Kohlenhydratgehalt nicht be- 
stehen, da hohe Kohlenhydratwerte niederen Milchsiéiurewerten ent- 
sprechen und umgekehrt. Ebenso fehlt ein Zusammenhang zwischen 
den Milchséiurewerten und den Glykogenmengen, die sich in den nach 
Best gefirbten histologischen Schnitten abschatzen lieBen, da ja auch, 
wie bereits bekannt, Gesamtkohlenhydratgehalt und histochemisch 
dargestelltes Glykogen in ihrer Menge so ziemlich parallel gehen. 

Wie oben bereits erwihnt, ist nach Untersuchungen von Burghard 
und Paffrath sowie auch nach Popper und Wozasek der Gesamtkohlen- 
hydratgehalt dem chemisch erfabbaren Glykogengehalt im Leben 
gleichzusetzen, wofern man von ersterem 0,2°, abzieht. Somit labt 
sich aus diesen Zahlen auch keine Beziehung zu dem chemisch erfab- 
baren Glykogengehalt feststellen. 

In der Tabelle sind auch mehrere Faille angefiihrt, die sanitats- 
polizeilich obduziert worden waren, da sie, ohne vorher krank gewesen 
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zu sein, ziemlich rasch gestorben sind. Wir wollen nicht versiumen, 
auch an dieser Stelle dem Vorstand des gerichtlich - medizinischen 
Institutes, Herrn Hofrat Haberda, fiir die freundliche Uberlassung des 
Materials zu danken. Auch diese ohne langeren Todeskampf anscheinend 
aus voller Gesundheit Verstorbenen zeigen keinen differenten Wert, 
obwohl ihre Lebern einen ziemlich hohen Gesamtkohlenhydratgehalt und 
auch histologisch reichlich Glykogen aufwiesen. 

Weiter wurde darauf geachtet, ob bei einer triiben Schwellung der 
Leber, bei der man einen héheren Milchsaéuregehalt hatte erwarten 
kénnen, ein wesentlicher Unterschied in den Werten zu finden ist. 
Dieser wurde jedoch, wie auch aus der Tabelle hervorgeht, vermiBt, 
ebenso fand sich kein charakteristischer Wert bei Leberstauung oder 
Fettleber. Zwei Faille von alimentaérer Intoxikation bei Sauglingen 
mit schweren Fettlebern zeigten Werte von 0,287 und 0,223”... 

Es 14Bt sich somit als wichtigstes Resultat dieser Untersuchungs- 
reihe ablesen, daB das Milchsdurebildungsmaximum nicht vom Kohlen- 
hydratgehalt und bei Beriicksichtigung der erwihnten Korrektur auch 
nicht vom Glykogengehalt abhdngt. Auch die Zeit, die zwischen dem Tode 
und der Sektion, bzw. Untersuchung verstreicht, kann, wie deutlich er- 
kennbar ist, nicht als entscheidend fiir die Werte angeschen werden. 


3. Milchsdurewerte bei Diabetes mellitus. 

Untersuchungen tiber Faille von Diabetes bzw. Coma diabeticum 
erscheinen schon aus dem Grunde wichtig, weil eine Verainderung der 
Milchsdurebildung von vielen als pathognomonisch fiir diese Stoff- 
wechselst6rung angesehen wird. AuBerdem ist ja auch der Kohlenhydrat- 
gehalt der Leber als sehr wesentlich angesehen worden und allseits 
wird die vollkommene Glykogenfreiheit bei pankreasektomierten Tieren 
in den Vordergrund der Betrachtung geschoben. 

Bei menschlichem Diabetes ist, wie wir seit den Untersuchungen 
von dem einen von uns gemeinsam mit Wozasek wissen, der Kohlenh ydrat- 
gehalt der Leber nicht vermindert, sondern wahrscheinlich sogar gegeniiber 
der Norm wesentlich erhdht. 

Aus der Tabelle VI geht hervor, dap sich die Milchsdurewerte 
beim Diabetes und auch beim Coma diabeticum in keiner Weise von 
den oben vorgefiihrten Werten bei Stoffwechselgesunden unterscheiden, 
wenn auch einmal bei Fall 31 ein unverhaltnismaBbig hoher Wert an- 
getroffen wurde. Die Unabhdangigkeit vom Gesamtkohlenhydratgehalt 
und von der Menge des histochemisch dargestellten Glykogens \aBt sich 
auch hier deutlich ersehen. Beide, besonders der Kohlenhydratgehalt, 
sind in diesen Fallen im Vergleich zu nicht Stoffwechselkranken, die 
nach einer konsumierenden Erkrankung in Agonie verstorben sind, tat- 
sdchlich wesentlich erhéht. 
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Wir trachteten auBerdem, durch Einblicknahme in die Kranken- 
geschichten festzustellen, in welchen Fallen vor dem Tode Insulin 
gegeben worden war, und haben eine diesbeziigliche Angabe in der 
Tabelle gemacht. Wie sich deutlich zeigt, laBt sich ein Zusammenhang 
mit den Milchsiurewerten in keiner Weise feststellen. 

Mit diesen Resultaten stehen die Befunde von Firth in Einklang, 
der gleichfalls, wie oben erwahnt, bei der Untersuchung von Diabetikern 
im Vergleich mit sonstigen Fallen, auch mit denen, die unter den Zeichen 
schwerster Kachexie gestorben sind, so ziemlich gleiche Werte fand. 

Im Anhang mit den Fallen von Diabetes haben wir einen von Morbus 
Basedow und zwei von Morbus Addison angefiihrt. Auch diese ohne 
auffallenden Befund. 


4. Milchsdéurebestimmung in pathologisch verdnderten Lebern. 

SchlieBlich wurden noch Faille mit schweren Verdnderungen der 
Leber beriicksichtigt und zwar Cirrhosen mit nahezu vollkommenem 
bindegewebigem Umbau und Formen von akuter gelber Leberatrophie. 

Es zeigt sich in der Tabelle VII, daB den untersuchten Cirrhosen, 
unter denen sich auch ein Fall von Broncediabetes fand, ganz ge- 
wohnliche Milchsiurewerte entsprechen. Ebenso finden sich bei den 
Formen von akuter gelber Leberatrophie Werte, die vollkommen in 
die Breite normaler Lebern fallen, wenn sie auch im Durchschnitt 
etwas héher sind als sonst. BloB bei einem Falle, einer ziemlich frischen 
akuten Atrophie, fand sich ein auffallend hoher Wert von 512 mg-",. 

Bei Beriicksichtigung des ganzen vorliegenden Materials zeigt 
sich somit, daB im wesentlichen ein einheitlicher Milchsduregehalt bei 
allen untersuchten Fallen gefunden wurde, der eigentlich nur in gewissen 
Grenzen schwankt und unabhaingig vom Gesamtkohlenhydratwert und 
den histologischen Verinderungen, sowie auch von den Stoffwechsel- 
krankheiten erscheint. 


F. Milchsiurebildungsfahigkeit der Tierleber unter verschiedenen 

experimentellen Bedingungen. 

In Erginzung der eben am menschlichen Leichenmaterial fest- 
gestellten Tatsachen schien es wiinschenswert, auch zu untersuchen, 
inwieweit diesen Lebern noch eine Milchsaiurebildungsfihigkeit ohne 
Zusatz von Desinfizientien zukommt, und uns somit tiber die Milchsaure- 
bildung in kurzfristigen Versuchen zu orientieren und uns weiter ein 
Bild dariiber zu machen, wie weit aus zugesetztem Zucker in kurz- 
fristigem Versuch Milchsaéure gebildet wird. 

Zu allererst war daher der Frage naherzutreten, wie lange Zeit nach 
dem Tode die Leber imstande ist, eigenen oder zugesetzten Zucker zu 
zerstéren, bzw. Milchséure zu bilden. DaB die Leber tiberlebend zu 





ERE ear sree stoner sreorrereenrs 








n- 
lin 
ler 
ng 





Sn mae en eT 


Thin AP aaa 








Postmortales Milchséiurebildungsvermégen der Leber. 413 


einer wenn auch geringen Milchséurebildung imstande ist, ist durch 
die Untersuchungen von Warburg und seinen Mitarbeitern, sowie 
auch von Dische und Laszlo! bekannt geworden. Wir haben daher 
in einer gréBeren Reihe von Versuchen die Abhangigkeit des Milch- 
siurebildungsvermégens von der Zeit untersucht, die seit dem Tode 
verstrichen ist. So mubten wir zuerst Tierversuche in dieser Rich- 
tung unternehmen, um festzustellen, inwieweit Material von Leichen, 
deren Organe ja immer erst langere Zeit nach dem Tode zur Verfiigung 
stehen, in dieser Richtung verwertbar sind. 


1. Versuche tiber Abhdngigkeit von der Zeit nach dem Tode. 


In einer ersten Versuchsreihe wurden der Leber des eben durch Nacken- 
schlag getéteten Meerschweinchens mehrere Stiicke entnommen, fein zer- 
schnitten, etwa lg mit l10cem der bereits beschriebenen bicarbonat- 
haltigen Ringerlésung versetzt und zu einer Probe sofort einige Tropfen 
Chlorotorm zugetiigt und diese bei Zimmertemperatur zur Erreichung des 
Diffusionsgleichgewichts stehengelassen, waihrend zwei oder drei andere 
zur gleichen Zeit angesetzte Proben ohne Chloroformzusatz 1, 14, 2 oder 
3 Stunden in der Brutkammer belassen wurden; frst nach dieser Zeit 
wurde durch Chloroform die Milchséurebildung gehemmt bzw. die EiweiB- 
fillung vorgenommen und sodann die Milchséiurekonzentration bestimmt. 

Derselben Tierleber wurden sodann in bestimmten Abstinden nach 
dem Tode (bis zu 8 Stunden) Leberstiickchen entnommen und wiederum 
auf mehrere Proben verteilt, von denen in einer der Milchséuregehalt sofort 
bestimmt wurde, wahrend die iibrigen bestimmte Zeit in der Brutkammer 
verblieben. 

Es zeigt sich, daB zur Zeit des ersten Ansatzes das milchsdure- 
bildende Vermégen sehr wohl erhalten war, das jedoch bereits 2 Stunden 
spiter wohl schon der Anfangsmilchsiuregehalt wesentlich héher war, 
das Milchstéurebildungsvermégen jedoch schon stark abgenommen hatte, 
um nach 4 Stunden kaum mehr angedeutet zu sein, nach 6 Stunden 
bereits véllig zu fehlen. 


Bei vier derartigen ungefahr in gleicher Weise durchgefiihrten Ver- 
suchen ergab sich, um Werte anzufiihren, daB das Milchséiurebildungs- 
vermégen bei Organen, die ungefihr 20 Minuten bis eine halbe Stunde 
nach dem Tode in die Brutkammer kamen, insofern noch anzutreffen war, 
als bei Bestimmung ungefahr eine halbe Stunde nach dem Tode 180 bis 
etwa 280 mg-% getunden wurden, wahrend bei den Proben, welche | bis 
3 Stunden in der Bicarbonatpufferlésung in der Brutkammer blieben, 
sich in diesen Versuchsreihen meist wesentlich héhere Werte fanden, die 
im Maximum gegen 400 mg-°, stiegen. 

In einer weiteren Reihe wurden also die gleichen Versuche geraume 
Zeit, etwa 2 bis 3 Stunden nach dem Tode, angesetzt und wiederum bei 
den Kontrollen die Milchséiurebildung durch Chloroform sofort gehemmt, 
wihrend die iibrigen Proben auf die gleiche Zeit wie friiher in die Brut- 


1 Dische u. Laszlo, diese Zeitschr. 176, 412, 1926. 
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kammer kamen. Dabei wurde festgestellt, daB, wie erwartet, die Ausgangs- 
werte gegentiber denen der ersten Reihe bereits wesentlich angestiegen 
sind, etwa auf 320 mg-%. (Diese Steigerung entspricht der bereits mehrfach 
erwihnten Milchséurebildung in der Leiche.) Bei der also an etwa 
2% Stunden toten Organen vorgenommenen Priifung auf Milchséure- 
bildung zeigte sich, daB diese bereits etwas abgeschwacht war und daB 


durch den zwei- bis dreistiindigen Aufenthalt in der Brutkammer — es 
wurde in jedem Falle mindestens zwei-, oft dreimal in verschiedenen Ab- 
standen untersucht — der Milchséiuregehalt in der Suspension bezogen auf 


das Organ bis aut etwa 480 mg-% stieg. 

Das Milchsiurebildungsvermégen war nach etwa 4 Stunden bereits 
ganz wesentlich vermindert und die Steigerung ging nur mehr auf im 
Mittel 450 mg-%, wobei manchmal wesentlich mehr, manchmal wesentlich 
weniger erreicht wurde. 

Es wurde nun weiter 6 bis 7 Stunden nach dem Tode neuerlich der 
Leber Teile entnommen und zur Milchsaéurebildungsuntersuchung angesetzt. 
Wieder waren wie friiher die Ausgangswerte gestiegen, jedoch nur mehr 
recht wenig, im Mittel auf etwa 420 mg-%. Die Milchséurebildungsversuche 
ergaben wohl wieder wechselnde Werte, es zeigte sich jedoch im allgemeinen 
keine Verinderung gegeniiber dem Ausgangswert. Bei allen Versuchen 
fanden sich betrachtliche Schwankungen der Werte nach beiden Seiten. 

Somit geht hieraus hervor, dafB das Milchsdéurebildungsvermégen 
nach 6 bis 7 Stunden, also bei Material, wie wir es etwa bei menschlichen 
Leichen zur Verfiigung haben, kaum mehr in Betracht kommt, und es 
schien daher von vornherein wenig aussichtsreich, derartige Unter- 
suchungen an menschlichem Material anzustellen. Spater anzufiihrende 
Versuche werden diese Angaben bestatigen. 


2. Versuche mit Phosphatpufferung. 

Um die angegebenen Resultate zu tiberpriifen, wurde zuniachst eine 
andere Fliissigkeit zur Milchséiurebildungspriifung verwendet und zwar 
zogen wir sekunddres Natriumphosphat heran, das auch Meyerhof und 
Laquer in ihren Untersuchungen an Kaltbliitermuskeln verwendeten und 
das sie als geeignet bezeichneten, das Milchsiurebildungsvermégen starker 
anzuregen als das gleichzeitig untersuchte Natriumbicarbonat. Wir ver- 
wendeten eine der Séugetierleber annaihernd isotonische Lésung von 
sekundirem Natriumphosphat mit einem Prozentgehalt von etwa 3,4, sowie 
einem px von 8,1. Es war zuerst notwendig festzustellen, wie bei dieser 
Pufferlésung die Diffusion der Milchséure vor sich geht, die ja zur Be- 
stimmung in gleicher Weise notwendig ist wie im Carbonatringer. Kontroll- 
versuche zeigten eine geniigende Ubereinstimmung, wenn auch die Diffusion 
in der Phosphatlésung etwas langsamer vor sich ging. 

Es wurden dann ahnliche Versuchsreihen zur Bestimmung des Milch- 
siurebildungsvermégens und seiner Abhaingigkeit von der Zeit nach dem 
Tode mit den Phosphatlésungen angesetzt und an den gleichen Tieren 
zum Vergleich auch die gepufferte Ringerlésung gepriift. Es zeigte sich 
dabei jedoch kein wesentlicher Unterschied zwischen dem sekundaren 
Natriumphosphat bzw. Bicarbonatringerlésungen, sowohl was die Menge 
der gebildeten Milchséure als auch was die Milchséurebildung einige Zeit 
nach dem Tode anlangt. 
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3. Zusatzversuche mit verschiedenen Kohlenhydraten. 


In weiteren an mehreren Tieren vorgenommenen Versuchsreihen 
wurden sowohl zum Ringer als auch zum Phosphat 0,2°., Glucose zu- 
gesetzt. Dies geschah deshalb, damit neben dem genuinen Milchsaure- 
bildungsvermégen das additionelle gepriift werde und einerseits fest- 
gestellt werde, ob die Milchséurebildung dadurch im Beginn der Unter- 
suchung verstarkt wiirde, andererseits ob einige Stunden nach dem Tode 
die Milchséurebildung, die ja sonst bereits fehlte, bei zugesetzter Glucose 
erhalten blieb oder langer andauerte. Aber auch hier fanden wir keine 
wesentliche Verainderung des in Absatz F 1 geschilderten Verhaltens, 
auch keine anderen Werte. Zugesetzte Glucose ist also ohne Belang fiir 
das Milchsdurebildungsvermagen. 


SchlieBlich wurden auch andere Kohlenhydrate in 0,2 %iger Lésung 
in ahnlicher Weise in Gegenwart von Phosphatlésung bzw. Natriumbicar- 
bonatringer untersucht, und zwar einerseits Glykogen als physiologische 
Speicherungsform der Kohlenhydrate in der Leber und weiter Ldvulose. 

Vom Glykogen ist nach den Untersuchungen Laquers bekannt. dab 
es vom Muskel bei der additionellen Milchsiurebildung weitaus besser 
abgebaut wird als die tibrigen Kohlenhydrate. (Laquer konnte néamlich 
nachweisen, daB Kaltbliitlermuskulatur bei 45° Glykoggen noch zerstéren 
kann, wihrend die Glucose nur bei niedriger Temperatur (30°) zu Milchsaiure 
gespalten wird.) 

Glykogen und Ldvulose zeigten sich jedoch bei unserer Versuchsanordnung 
ebenso wirkungslos wie Glucose, indem sie bei Natriumbicarbonatringer und 
Phosphatlésung keine Mehrbildung von Milchsaéure hervorriefen. 

Zur Erganzung dieser Versuche wurde noch das Milchséiurebildungs- 
vermégen bei Zerfall der Substanz untersucht, die als Vorstufe der Milch- 
siure im Gewebe angenommen wird, nimlich bei Hexosediphosphorsdure. 
Wir verwendeten als Praiparat das Natriumsalz oder Magnesiumsalz der 
Hexosediphosphorséure bzw. des Candiolins der 1. G. Farben-Industrie 
A. G.}. Dabei zeigte sich, daB der Zerfall der Hexosediphosphorsaure in 
Milchséure ein durchaus wechselnder ist. Im allgemeinen bekamen wir die 
gleichen Werte wie sonst ohne Zusatz bzw. bei Zusatz von Glykogen, 
Glucose und Lavulose. In einzelnen Fallen fanden sich sowohl im Bi- 
carbonatringer als auch in der Phosphatlésung ganz enorm hohe Milchséiure- 
werte, so z. B. bei einer Probe, die erst 6 Stunden nach dem Tode angesetzt 
wurde und 1% Stunden in der Brutkammer geblieben war, ein Wert 
von 1,200 %. Die unregelmaéBigen Steigerungen des Milchséiuregehalts 
wurden jedoch nur in einzelnen Fallen gefunden und dies oft schon nach 
ganz kurzem Aufenthalt in der Brutkammer, so nach 1 bis 144 Stunden. 
In anderen Vergleichsuntersuchungen fehlte jedoch wieder jede Steigerung 
des Milchsiurebildungsvermégens. Da sich somit bei der Hexosediphosphor- 
saure durchaus wechselnde Werte ergaben, behalten wir uns vor, weiterhin 
die Frage der Milchsaéiurebildung in Gegenwart von Hexosediphosphorsdure 
naher zu untersuchen. Fiir eine leichtere bzw. vermehrte Milchséure- 


1 Fiir die freundliche Uberlassung einer gréBeren Menge Hexose- 
diphosphorséuremagnesium sind wir der Firma I. G. Farbenindustrie A. G., 
Elberfeld, zu bestem Dank verpflichtet. 
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bildung aus Hexosediphosphorséure wiirden auch Angaben aus der Literatur 
sprechen, die uns lehren, da8 Hexosediphosphorsdure gerade im geschadigten 
Muskelbrei rascher und leichter zerfallt als Glykogen oder andere Kohlen- 
hydrate (Meyerhof). 

SchlieBlich wurde, um den Verhaltnissen an Leichenorganen niher zu 
kommen als in den bisherigen Versuchen, erst 12 Stunden nach dem Tode 
der Tiere der Meerschweinchenkadaver erétinet, und erst jetzt wurden in 
dreistiindigem Abstand einige Milchséurebildungsversuche unternommen. 
Hierbei zeigte sich, daB8 bei den zwei untersuchten Tieren eine Milchséure- 
konzentrationssteigerung sowohl im Ringer als auch in der Phosphatlésung, 
schlieBlich auch bei Zusatz von Glucose zu beiden vollkommen fehlt und 
die verhaltnismaBig hohen Anfangswerte nicht mehr tiberboten werden; 
es wurde in diesen Fallen ein Wert von 0,400 % kaum erreicht. 

So stimmen alle Versuche mit Ausnahme von einzelnen Versuchen 
bei Zusatz von Hexosediphosphorséure in der Form und im Ablauf der 
Reaktionen so ziemlich iiberein und das verwendete Medium, Bicarbonat- 
ringer oder sekundares Natriumphosphat, bzw. eventuell zugesetzte 
Kohlenhydrate scheinen in dieser Versuchsanordnung belanglos. Bei 
den geschilderten Untersuchungen zeigt sich, daB die Milchsiurebildung 
im Organbrei, der mit Ringer oder Phosphat versetzt war und die ganze 
oder einen Teil der Zeit in der Brutkammer verblieben war, ahnlich 
ablauft und nur um weniges starker ist, als wenn man das Gewebe in 
der Leiche beliBt und erst nach dieser Zeit untersucht. So ist z. B. der 
Milchsaéuregehalt bei einem 5 Stunden nach dem Tode entnommenen 
Organstiick ungefaihr der gleiche, wie er in einem Brei gefunden wird, 
der 3 Stunden nach dem Tode auf etwa 2 Stunden in die Brutkammer 
gekommen war. 

Bei allen Tierversuchen zeigte sich, daB ein Maximum erreicht 
wurde, das bei fast allen untersuchten Tieren etwa 450 bis 500 mg-°,, 
betrug und da®B nur ganz ausnahmsweise dieser Wert tiberschritten 
wurde. Dieses so erstellte Maximum stimmt auch mit den héchsten 
Werten tiberein, die wir in der menschlichen Leber geraume Zeit nach 
dem Tode festellen konnten. 


4. Einflup der Aziditdt. 


Es war nun die Frage interessant, wodurch dieses Maximum, das 
bei allen untersuchten Fallen eine gleiche Héhe erreichte, bestimmt 
war. Zunichst war an die Méglichkeit zu denken, daB durch die Milch- 
siurebildung die Aziditdt trotz der Pufferung so gesteigert wurde, daB 
eine weitere Milchsdéurebildung unméglich erschien, daB also dieses 
Milchsaiurebildungsmaximum an der Methodik und nicht am Organ 
gelegen war. Bestimmungen der Wasserstoffionenkonzentration zeigten 
jedoch, daB die Aziditaét der Gewebssuspension in der Phosphat- und 
Ringerlésung am Ende der Versuche nur ganz wenig oder gar nicht nach 
der sauren Seite sich verschoben hatte, so dab die alkalische Reaktion 
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der Pufferlésung, die wie erwihnt im Ringer ein pa von 7,9 und im 
Phosphatpuffer von 8,1 aufwies, nur wenig geaindert war und so bei 
der noch immer alkalischen Reaktion eine Hemmung der Milchsdure- 
bildung durch Sdure vollkommen ausgeschaltet erschien. 


5. Einflugp des Kohlenhydratgehalts. 

Eine weitere Méglichkeit dieser Hemmung konnte eventuell im 
Verbrauch aller kérpereigenen Kohlenhydrate liegen, die in Milchséure 
hatten umgebildet werden kénnen und zu deren Ersatz die zugesetzten 
Kohlenhydrate nicht geeignet erschienen. 

Es waren bei allen Tierversuchen immer auch die Gesamtkohlen- 
hydrate untersucht worden. Diese schwankten um etwa 2”. Thre 
Menge ist somit wesentlich gréBer als die freigewordene Milchséure, die 
héchstens etwa 300 mg-°,, betrug, so daB immerhin noch betrdchtliche 
endogene Kohlenhydratdepots zur Verfiigung gestanden waren. 

Folgende Tabelle zeigt einen Vergleich der Gesamtkohlenhydrat- 
werte in der Leber der untersuchten Tiere mit dem Ausgangswert der 
Milchséure und mit dem in jedem einzelnen Falle gefundenen héchsten 
Milchséurewert, unabhangig davon, in welcher Versuchsphase dieses 
Maximum erreicht wurde. 


Tabelle VIII. 


Vergleich der Ausgangs- und Maximalwerte der Milchsiure und der Kohlen- 
hydratwerte in den untersuchten Meerschweinchenlebern. 





Fry + vet do Ue Kohlenhydratwert 
0,137 0,340 1,84 
0.271 0,389 2,45 
0,255 0,442 2.30 
0,249 0,404 3.15 
0,240 0,503 3,33 
0,265 0,448 $,71 
0,198 0,527 1,92 
0,268 0,480 2.65 
0.240 0,493 2 00 
0,262 0,553 2.47 
0,171 0,465 2,34 
0,238 0,559 3,62 
0,245 0,472 3,08 
0,239 0,512 2,91 
0,218 0,400 4,31 
0.151 0,359 1.69 
0,194 0.390 0,62 Hunger — Stryechnin 
0,161 0,295 0,21 Hunger — Strychnin 
0,267 9.413 3.04 
0,237 0,542 1,98 
0,217 0,464 3,10 


0).295 0,424 3.04 


ese 
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Um uns immerhin doch noch ein Bild ttber den Ablauf dieser 
Kurven bei einer kohlenhydratarmen Leber zu machen, wurden 2 Tiere 
nach dreitigigem Hungern durch Strychnin getétet, wobei natiirlich 
die Leber infolge des Hungerns und der durch das Gift bedingten 
Krampfe des Tieres sehr glykogenarm wurde. Es fanden sich Gesamt- 
kohlenhydratwerte in der Héhe von 0,62 und 0,21°,,. Zieht man also 
als oben erwihnte Korrektur zur Feststellung des Glykogengehaltes 
0,2", ab, so verbleibt tatsachlich sehr wenig oder kein Glykogen. Bei 
diesen glykogenarmen Lebern war die ganze Kurve viel niedriger, und 
es wurden auch nach lingerem Verweilen in der Brutkammer blob 
Werte bis 390 mg-°,, gefunden. 

Es spricht dies also dafiir, daB wohl eine gewisse Abhdngigkeit des 
Milchsaéurebildungsvermégens in der Leiche vom Kohlenhydratgehalt 
besteht, daB jedoch von einem Verbrauch aller Kohlenhydrate bei einer 
Milchsduremenge von 500 mg-°., in keiner Weise die Rede sein kann. 


6. Milchsdéurebildungsmaximum. 

Somit kénnen wir weder in der Aziditdt noch in einem Verbrauch 
der endogenen Kohlenhydratdepots die Ursache erblicken, warum so 
ziemlich in allen Untersuchungen, sowohl im Bicarbonat- als auch im 
Phosphatpuffer, auch bei Zusatz von 0,2°,, Glucose, Lavulose und Gly- 
kogen immer wieder so ziemlich das gleiche Maximum um héchstens 
500 mg-°., auftritt, womit ja, wie erwahnt, auch die héchsten Werte 
der menschlichen Leichenleber tibereinstimmen. Man mu also daraus 
schlieBen, daB irgend eine Art von Selbststeuerung, baw. Hemmung in 
der Leber eine weitere Milchséurebildung zumindest in unseren 
Versuchsanordnungen verhindert. Dadurch besteht in diesen Punkten 
ein Gegensatz zum Muskel, von dem ja bekannt ist, daB er bei geeigneter 
Pufferung die gesamten Kohlenhydrate abbaut. Es tritt sogar noch 
mehr Milchséure auf als der Summe von Traubenzucker und Glykogen 
entspricht, woraus ja auf die Existenz von Zwischenkohlenhydraten 
geschlossen wurde. Weiter ist der Muskel imstande, zugesetzte Kohlen- 
hydrate noch in weitgehendem Mae zu Milchsdure umzuwandeln, eine 
Fahigkeit, die nach diesen Resultaten der Leber nicht oder nur in geringem 
MaBe zukommt. Mit den Angaben des Schrifttums stimmt dies auch 
insoweit tiberein, als unter anaeroben Bedingungen, z. B. von Dische 
und Laszlo, in der normalen Leber der Maus nur eine ganz geringfiigige 
oder fast véllig fehlende Zerstérung zugesetzten Zuckers festgestellt 
werden konnte. 

Wie erwahnt, fand sich nur manchmal ein unvermittelt hoher Wert, 
der aus den iibrigen Versuchsreihen fast véllig herausfiel, bzw. war 
einige Male bei der Hexosediphosphorsaéure eine ganz besonders hohe 
Konzentration bemerkbar. 
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Es ware noch der Umstand zu erwihnen, da bei den einzelnen Ver- 
suchen ein gleichmaBiger Anstieg, wie er sich bei der Sichtung aller Re- 
sultate eindeutig ergibt, oft durch starkere Schwankungen nach oben und 
unten im Einzelfalle verwischt wird, indem oft vereinzelte Resultate aus 
der Anordnung herausfielen oder indem sich ein unvermittelter Anstieg 
oder Abfall gegeniiber dem Ausgangswert oder dem Werte der Proben 
ergab, die nur durch kiirzere Zeit in der Brutkammer standen. Dazu ist 
zu sagen, dai fermentative Prozesse, um die es sich ja hier handelt, von 
vornherein nicht mit derartiger Gleichartigkeit verlaufen, daB gréBere 
Schwankungen ausgeschlossen sind, und weiter ist daran zu denken, daB 
diese wohl kurzfristigen Versuche nicht keimfrei unternommen wurden, 
so daB sicherlich bakterielle Stoffwechselvorgénge dabei mitgespielt haben. 
Der Grund, warum die Versuche nicht keimfrei gemacht wurden, lag in 
erster Linie darin, daB es sich ja um Vorversuche zu Experimenten an der 
menschlichen Leichenleber handelte, bei denen ein keimfreies Arbeiten 
schon aus éuBeren Griinden schwer zu erreichen ist, so daB wir bereits diese 
Vorversuche in ahnlicher Anordnung trafen. Weiter mu beriicksichtigt 
werden, daB es sich um kurzfristige Untersuchungen handelt. Bei Proben, 
die 2 bis 3 Stunden in der Brutkammer belassen worden waren, dirfte die 
Bakterienbildung vielleicht schon etwas starker gewesen sein. Bei jenen, 
die nur 1 bzw. 14% Stunden in der Brutkammer geblieben waren, war das 
Bakterienwachstum wahrscheinlich nicht betrachtlich genug, um_ be- 
deutendere Steigerungen herbeifiihren zu kénnen. Immerhin kénnten die 
geschilderten Sechwankungen durch ein Bakterienwachstum bedingt sein, 
wobei ja bekanntlich Milchsiurebildung wie auch Abbau erfolgen kann. 

Stiitzt man sich bloB auf die somit zuverlissigeren Resultate det 
kiirzere Zeit in der Brutkammer belassenen Proben, so andert sich trotzdem 
nicht viel an den oben geschilderten Verhaltnissen. 


7. Versuch mit keimarmer Entnahme. 


Da man annehmen kann, da die Bakterieninvasion in die Leber 
wihrend des Liegens des Organs in der Leiche besonders bei eréffnetem 
Bauche erfolgt und daB diese Bakterieninvasion sich dann in der Brutkammer 
stérend bemerkbar macht, wurde, um den Umfang dieser St6rung kennen- 
zulernen, zur Kontrolle in einem Versuch sofort nach der Téotung des Tieres 
die ganze Leber steril entnommen und nach Entfernung der Gallenblase 
keimfrei aufbewahrt. Nach 8 Stunden wurde dann dieses, keimarme Material 
in der gewohnten Weise auf mehrere Proben verteilt und die Milchsiéiure- 
bildung in kurzfristigen Versuchen bei 37° untersucht. Dies erfolgte sowohl 
in Ringer- als auch in Phosphatlésung und schlieBlich unter Candiolin- 
zusatz. Die einzelnen Pyroben waren bis 3 Stunden in der Brutkaramer 
belassen und nach je 1% und 3 Stunden untersucht worden. 


Es ergab sich, daB ebenso ein Anstieg vorhanden war wie sonst 
und daB dieser die gleichen UnregelmaBigkeiten aufwies, woraus sich 
schlieBen ]4Bt, daB auf die bakteriellen Umsetzungen allein die Un- 
regelmaBigkeiten kaum zuriickzufiihren sein diirften. 


G. Milehsiurebildungsmaximum bei Zimmertemperatur. 


In ahnlicher Anordnung und bei den gleichen Tieren wie die Brut- 
kammerversuche wurden auch Untersuchungen durchgefiihrt, die ein 
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Bild tiber die Milchséurebildung bei Zimmertemperatur in langerer Zeit 
geben sollten. Es wurde im Carbonatringer, in Phosphatlésungen, 
dann ebenso bei den erwaihnten Zusaétzen die Gewebssuspension bis zu 
10 Stunden ohne Chloroformzusatz stehengelassen und in dieser Zeit 
mehrfach der Milchséiuregehalt untersucht. Es zeigte sich hier gleich- 
falls ein starker Anstieg, der sich meist schlieBlich ungefahr auf das- 
selbe Maximum einstellte wie bei den Versuchen in der Brutkammer. Bei 
der Priifung nach etwa 5 Stunden war die Steigerung in den unter- 
suchten Fallen meist noch eine wesentlich geringere. Zu erwaihnen 
ware, daB Hexosediphosphorsiure keine abnorme Vermehrung zeigte. 


H. Weitere Milchsiurebildungsversuche bei menschlichen Leichenlebern. 


1. Kurzfristige Brutkammerversuche mit Zusdtzen. 

Nach diesen Versuchen scheint es so ziemlich aussichtslos, ein 
Milchséurebildungsvermégen bei kurzfristigen Versuchen in der Brut- 
kammer an menschlichen Leichenorganen zu priifen, da diese uns ja 
in den meisten Fallen erst verhaltnismaBig langere Zeit nach dem Tode 
zur Verfiigung stehen. Da immerhin die Méglichkeit bestand, daB das 
Milchséurebildungsvermégen unter pathologischen Umstinden vom 
Normalen abweichen konnte und so noch in der Leiche persistierte, 
haben wir trotzdem in einer Reihe von Fallen ahnliche Versuche an- 
gesetzt, indem wir in einem Teil der Leber sofort die Milchséure unter- 
suchten, in einem anderen Teil sie nach 1 bis 3 Stunden Aufenthalt in 
der Brutkammer bei 37° und Pufferung mit Bicarbonat bzw. Phosphat 
ohne Chloroformzusatz bestimmten. Ebenso wurden auch Zusatz- 
versuche mit Glucose unternommen. Folgende Tabelle zeigt die ge- 
fundenen Resultate. 


T'abelle 1X. 


Milchsaéurebildungsvermégen der Leichenleber bei Pufferung und 
Brutkammeraufenthalt. 





Zeit | Milchsture 
nach 


Fall Gem | Ausgangs- Milchsiiurewert nach Brutkammerautenthalt mit Zeit- 
Tode wert und Pufferungsangabe 
Nr. Std. 0/,, 


34 «-33)~—s«O271 «| R2m~ | 0.282 

3 14 0,282 | R2h 0275. P 2h 0,273 GIR2" 0,27 
62, 17 0,382 | R1Y,h 0.324 R Bh 0.283 

63 18 0,282 Ri,» 0302 R 3% 0314 

64 10 | 0,250 RI," 0240 R 3h 0,247 


* Diab. mell. 


32 13 0,276 | R1® | 0,297. KR 2 | 0,256 GIR1" 0,276 GIR 0,228* 
8 


R = Bicarbonatringer. GIR = Bicarbonatringer mit 0,2°/9 Glucose. 
P Phosphatpuffer. 
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Es stellte sich somit heraus, da in von uns untersuchten Fallen 
ein Milchsdurebildungsvermégen in dieser Anordnungsart sich nicht mehr 
nachweisen lieB. Zwischen Tod und Untersuchung war in allen unter- 
suchten Fallen bereits zuviel Zeit verstrichen, als dap eine Milchsdurebildung 
zu erwarten gewesen ware. 

Auch bei dem von uns untersuchten Diabetiker fand sich ebenfalls 
kein Milchsaurebildungsvermégen, also auch in dieser Anordnung keine 
wesentlichen Verainderungen. Die drei letzten Fille zeigten eine schwere 
parenchymatése, zum Teil auch fettige Degeneration, unterschieden 
sich jedoch ebenfalls in ihrem Verhalten von den sonstigen Fallen nicht. 

Die Hoffnung, auf diese Weise einen charakteristischen Befund 
bei pathologischen Fallen zu finden, erwies sich als triigerisch und wir 
sahen von der weiteren Durchfiihrung derartiger Versuche ab. 

2. Hexosediphosphorsdurezusatz. 


Mit Riicksicht auf die zwar Auerst unregelmaéBig sich einstellende 
vermehrte Milchséiurebildung in Gegenwart von Hexosediphosphorsaure 
hielten wir es fiir geraten, auch mit dieser einige orientierende Versuche 
an menschlichem Material durchzutiihren. Bei zwei derartigen Versuchen, 
wovon der eine zweimal durchgetiihrt wurde, nimlich sofort nach det 
Sektion und 2 Stunden spiiter, stellte sich heraus, dali Hexosediphosphor- 
siurezusatz zur Gewebssuspension ohne EinfluB auf die Milchséurebildung 
in der Brutkammer innerhalb von 1 bzw. 2 Stunden blieb. Es wurde sowohl 
die Milchsiurebildung im Bicarbonatringer gepriift als in einem solchen, 
der 0,4% Hexosediphosphorsiuremagnesium enthalt, weiter mit einer 
Phosphatlésung, der 0,4% Candiolin zugefiihrt worden war. In allen 
Fallen zeigte sich nur eine vereinzelte Steigerung gegeniiber dem um 0,350 % 
gelegenen Ausgangswert, manchmal sogar ein kleines Absinken. 

Am menschlichen Material lieB sich somit in der von uns gewahlten 
Versuchsanordnung ein eindeutiger Eintlu8 des Hexosediphosphorsaure- 
zusatzes nicht feststellen. 


J. Untersuchungen an Nieren. 

Es wurden fernerhin auch mit einem anderen parenchymatoésen 
Organe, der Niere, zum Vergleich mit der Leber einige Versuche durch- 
gefiihrt. Die Bestimmungen in Nieren ergaben Werte zwischen 0,156 
und 0,412 °.. Dabei schwankten diese meistens um 0,250 °,. Die 
Werte liegen annahernd in derselben Héhe wie die Werte in Lebern. 
Ebenso wie bei diesen fehlt eine niahere Beziehung zur Zeit, die zwischen 
Tod und Sektion verstrichen war, ebenso konnte kein Zusammenhang 
zu dem Milchsauregehalt der Leber des gleichen Falles gefunden werden. 

Bei einem groBen Teil dieser Falle handelte es sich um Diabetiker- 
nieren. Es wurden deshalb Nieren von Diabetikern herangezogen, weil 
diese nach histologischen Untersuchungen mit Bestschem Carmin 
reichlich Glykogen in typischer Anordnung erkennen lassen. Chemische 
Untersuchungen der Gesamtkohlenhydrate, die von Popper und Wozasek 





422 E. Fenz u. H. Popper: 


durchgefiihrt wurden, ergaben allerdings einen nur wenig erhdhten 
Gehalt gegeniiber der Norm. Auch bei der Milchsaure lieB sich ein 
bedeutender Unterschied nicht nachweisen. Der Vergleich mit dem 
Gesamtkohlenhydratwert iiberhaupt zeigte keinerlei Ubereinstimmung 
oder Parallelitét. Eine Abhaingigkeit von einer sonstigen Krankheit 
lieB sich hier ebensowenig wie bei der Leber nachweisen. Auch bei 
zwei untersuchten Meerschweinchennieren zeigten sich annahernd die 
gleichen Werte. 
T'abelle X. 


Milchsaéurewerte von Nieren. 





Fall Zeit Milch- Kohlen- Glv- 
nachdem — siiure- hydrat- | ,ocen Diagnose 

Nr. Tode gehalt | gehalt ad 

29 29h 0.412 0,59 Mesaortitis luetica, Diab. mell. 

30 10 0,196 0.65 | Coma diabeticum 

31 13 0,263 0.58 } Pachymeningitis haemorrhagica 
interna, Pneumonie, Diab. 
mell. 

32 13 0,218 0.67 L 4 Coma diabet. 

33 31 0,296 0,96 Magen-Ca, leichter Diabetes 

34 33 0,250 0,22 Pancreatitis, Delirium tremens 

35 14 0,277 0,45 Paralytischer Teus 

36 22 0,233 0.94 n Coma diabeticum, Pneumonie 

38 23 0,333 0,94 | Emphysem, Bronchitis, diabet. 
Gangraen mit Phlegmone 

39 20 0,256 0,91 : Coma diabeticum 

40) 14 0,295 0,46 . Pancreatitis acuta mit Diabetes 
mellitus 

41 14 0,156 0,73 + Emphysem, Bronchitis, Diabetes 
mellitus 

42 22 0,243 0.35 Brochiectasen, chron. Pneumo- 
nie, Diabetes, Fiiulnis 

43 21 0,205 0,29 Mesaortitis, Endocarditis ulce- 
rosa 

44 19 0,291 1,20 + Coma diabeticum, kiasige Pneu- 
monie 

45 27 0,169 O84 + Chronische Lungentuberkulose, 
Diabetes mellitus 

oh 0,306 1,95 
Meer- | a fn L, 
schwein- 24h 0.411 ‘ 
, | 1h 20’ 0,361 2.38 
chen 24h 0,434 


Es blieb tibrigens die Frage offen, ob bei Nieren ebenso wie bei der 
Leber das Milchséurebildungsmaximum bestimmt wurde, was einer 
eingehenderen Priifung bedurft hatte. Zwei bloB orientierende Versuche 
tiber die Milchsdéurebildung in der Leiche zeigten, daB bei der Niere ein 
aihnlicher Anstieg erfolgt wie bei der Leber, indem z. B. bei 2 Meer- 
schweinchen 2 Stunden nach der Tétung 0,306 und 0,361 °.,, 24 Stunden 


nach der Tétung 0,411 und 0,434°,, gefunden wurden. 
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SchlieBlich erschien es noch wiinschenswert, sich ein Bild tiber die 
Milchsaurebildung in einem kurzfristigen Versuche im Carbonat-Ringer, bzw. 
Phosphatpuffer bei 37° zu machen. 

Es zeigt sich, wie ja zu erwarten gewesen war, auch bei der Niere 
keine weitere Zunahme der Milchsaéurebildung in dieser Versuchsanordnung 
und bei so groBer Distanz zwischen Tod und Untersuchung. 

Beziiglich Milchséiureuntersuchungen in den Nieren von Tieren siehe 
die Angaben von Irving'. 


Tabelle XI. 


Milchsaiurebildung in Nieren in kurzfristigen Versuchen. 





Fall Zeit nach Wert nach 2 Std. bei 37° in 
: dem Tode Ausgangswert ee 
Nr. Stunden Ringer Phosphat 
39 20 0,256 0,241 0,244 
49 14 0,295 0,265 0,262 


K. Milchsiurewerte in anderen Organen, 


Als AbschluB der ganzen Untersuchung wurde noch versucht, mit 
der von uns angewendeten Methodik die Milchsaure in den verschiedenen 
Organen von 2 menschlichen Leichen zu bestimmen. Zum Vergleich dieser 
erst einige Zeit nach dem Tode (7 bis 9 Stunden) durchgefiihrten Unter- 
suchungen wurden auch 2 Meerschweinchen untersucht, bei deren Be- 
stimmung simtliche Organproben bereits *, Stunden nach dem Tode 
mit Chloroform versetzt waren. Es ist bekannt, da bei der Leber die 
Milchsaurebildung in der Ringersuspension durch Zusatz von einigen 
Tropfen Chloroform gehemmt wird. Vom Muskel wei man, daB das 
Chloroform auf die Milchséurebildung ohne EinfluB ist. Wie sich die 
Verhaltnisse bei den anderen angefiihrten Organen gestalten, ist uns 
unbekannt; ob die Milchséurebildung durch Chloroform ebenso wie bei 
der Leber gehemmt wird, muB also dahin gestellt bleiben. Wir wollten 
jedoch auf die Anfiihrung dieser Zahlen deshalb nicht verzichten, da 
wir im Schrifttum eine derartige vergleichende Untersuchung nahezu 
aller Organe an einem Individuum nicht fanden. 

Wir fanden hierin die héchsten Werte bei der Muskulatur und 
dem Herzmuskel, mittlere Werte, annahernd von der Héhe der Leber, 
fanden sich in sonstigen parenchymatésen Organen, so in der Milz, in 
der Niere, etwas weniger in Hypophyse, Speicheldriise, Lunge, Neben- 
niere, Pankreas, Hoden und Ovar, noch weniger bei Haut und Nerven: 
verhaltnismaBig sehr wenig Milchséure fand sich in den Stiitzgeweben, 
so meistens in der Aorta, Sehne, Fascie, Bindegewebe und Fettgewebe, 
wobei wir die niedrigsten Werte bei Fett- und Bindegewebe und auf- 
fallenderweise in der Darmwand bekamen. 


1 Irving, Biochem. Journ. 22. 


Biochemische Zeitschrift Band 229. 28 
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EKiner besonderen Beachtung wert erscheint uns der Unterschied 
zwischen Hirnrinde und weiBer Hirnsubstanz, indem wir in der ersteren 
verhaltnismaBig viel, annahernd so viel wie in den driisigen Organen, 
in der letzteren sehr wenig, etwa von der Hohe des Milchsaéuregehalts des 
Bindegewebes fanden. Bei den Meerschweinchen, bei welchen Hirn- 
rinde und Marksubstanz ungetrennt zur Untersuchung gelangen muBten, 
fand sich ein mittlerer Wert. Der geschilderte krasse Unterschied zwischen 
Hirnrinde und Mark steht auch mit einzelnen Angaben der Literatur 
im Einklang. 

Tabelle X11. 
Tabelle zum Vergleich der Milchsiurewerte der Leber mit denen andere 
Organe (alle Proben 2 Stunden unter CHCl, bei Zimmertemperatur 
belassen). 





Milchsiuregehalt 





Organ euanainoa eens _ _ _ 
Fall Nr. 11 Fall Nr. 7 ae... a os... a 

Leber . abe tee ag ft 0,270 0,229 0.221 0.288 
Hirnrinde ...... 0,123 0.180 
Gehirn (weiBe Subst.) . 0,011 0,008 0,095 9,097 
Hypophyse ae ee 0,190 0,216 
Speicheldriise . . . . 0.159 185 0,195 0,147 
Schilddriise ..... 0,209 0.097 0,241 0,171 
Briesel an spheuty ieee 0,096 0,186 
OS Se a eee ee 0,128 0,208 0,146 0,151 
nn Se 5 4 we ef 0.317 0,319 0,234 ),289 
Sad. a Se Set hg in 0.191 0.091 
ee ee ae 0,011 0,010 
cd bk eo ea ed 0,265 0,223 0,256 0,238 
eG Sy Se % 0,259 0,180 0.149 0,153 
Nebenniere ..... 0.117 0,115 0,223 0,228 
Pankreas .....-. 0,111 0,172 0,109 0,085 
Peameata. . «ww 0,214 
Es eae 0.191 0,155 
Se 0,165 
aa ee 0,185 0,084 
a 0,350 0,365 0,349 0,479 
NS a ee: es 0,084 
OS aa eee ee 0,129 0,135 
a Sree 0,117 0,098 
ee ss et Se 0,084 
Bindegewebe ... . 0,056 0,011 
Fettgewebe . . . .. 0,031 0,084 0,016 0,034 


L. Zusammenfassung. 


1. Aufbauend auf die Untersuchungen von Popper und Wozasek 
iiber den Gesamtkohlenhydrat- und Glykogengehalt der Leichenleber 
wurde versucht, ebenso an einem gréBeren menschlichen Material Milch- 
saiurebestimmungen in der Leber durchzufiihren und den Milchsaure- 
gehalt mit dem Gesamtkohlenhydratgehalt (bestimmt nach der Indol- 
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Schwefelsiuremethode von Dische und Popper) sowie mit den histologisch 
schatzbaren Glykogenmengen zu vergleichen. Dabei wurde diejenige 
Milchséuremenge bestimmt, die aus einem Organbrei in eine Ringer- 
lésung bei zweistiindigem Verbleiben diffundiert. Diese diffusible 
Milchséure wurde nach der Methode von Dische und Laszlo bestimmt, 
die auf der kolorimetrischen Auswertung einer Farbreaktion der 
Milchsaure mit Hydrochinon und Schwefelsiure beruht. 

2. Der Milchséiuregehalt in der Leber steigt, wie sich aus Tier- 
versuchen ergibt, vom Moment des Todes in den ersten 7 Stunden be- 
traichtlich an, bis auf etwa 400 mg-°,, (beim Meerschweinchen). In der 
folgenden Zeit ist der Anstieg ein sehr maBiger. Bei nach dieser Zeit 
untersuchtem menschlichen Material laBt sich eine weitere Steigerung 
des Milchséuregehaltes bei langerem Stehen in der Brutkammer in 
einer Bicarbonat-Ringerldsung unter Chloroformzusatz nicht erzielen. 
Daraus ist anzunehmen, daB bei etwa nach 8 Stunden untersuchtem 
Material von menschlichen Leichen bereits ein Milchsdurebildungs- 
maximum erreicht ist. 


3. Die Bestimmung dieses Milchsaéurebildungsmaximums bei etwa 
60 verschiedenen menschlichen Leichenlebern ergab in nahezu allen 
Fallen einen ahnlichen Wert, im Mittel ungefdhr 0,300 °.., schwankend 
zwischen 0,136 und 0,574°,. Es zeigten sich bei der Untersuchung 
sowohl von Fallen von Diabetes mellitus, Cirrhosen, akuter gelber 
Leberatrophie als auch von endokrinen Stérungen, sowie auch von akut 
Verstorbenen keine wesentlichen Differenzen. Eine Abhdngigkeit vom 
Gesamtkohlenhydratgehalt konnte nicht gezeigt werden. 


4. Bei der Priifung des Milchséiurebildungsvermégens von mensch- 
lichen Leichenlebern, die 10 bis 33 Stunden nach dem Tode ohne Chloro- 
formzusatz mehrere Stunden in Natriumbicarbonat oder in sekundairem 
Natriumphosphat bei 37° belassen worden waren, fand sich, auch bei 
Glucosezusaiz, keine weitere Steigerung. 


5. An Tierversuchen (Meerschweinchen) wurde das Milchsaure- 
hildungsvermégen bei kurzfristigem Belassen in einer Pufferlésung in 
der Brutkammer ohne Chloroformzusatz untersucht. Dabei stellte 
sich heraus, daB dieses Milchséiurebildungsvermégen kurze Zeit nach 
dem Tode ein ziemlich betrachtliches ist, nach 2 Stunden schwacher 
zu werden beginnt, nach etwa 4 Stunden sehr stark abgenommen hat, 
um nach 7 Stunden nahezu vollig zu fehlen. Es ergaben sich keinerlei 
wesentliche Unterschiede, wenn statt des gewéhnlichen Bicarbonat- 
tingerpuffers ein solcher aus sekundirem Natriumphosphat verwendet 
wurde. Weiter konnte auch durch Zusatz von Glucose, Lavulose und 
Glykogen eine Anderung nicht erreicht werden, blo®B in einigen Fidlen 
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fand sich ein unregelmaBiger sehr hoher Anstieg bei Zusatz von Hexose- 
diphosphorsaure, sonst fand sich in allen Fallen ein Maximum um 
500 mg-°., das kaum je iiberschritten wurde. Nur bei der Priifung 
dieses Milchséurebildungsvermégens bei Tieren mit besonders glykogen- 
armer Leber ergab sich ein wesentlich geringeres Maximum. 

6. Die Untersuchungen von Nieren menschlicher Leichen zeigten 
ahnliche Resultate wie die der Lebern, in allen untersuchten Fallen 
Werte von der gleichen GréBenordnung. 

7. Es wird in einer Tabelle der Milchséiuregehalt von nahezu allen 
Organen von zwei menschlichen Leichen und von zwei Meerschweinchen 


angefiihrt. 








se- 


im 


ng 
n- 


en 
en 





we Si et 





‘ber die Abspaltung von Tyrosin und Tryptophan aus Casein 
durch mit Blausiure aktiviertes Papain. 


Von 
Theodor Leipert und Irmgard Hafner. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat in Wien.) 
(Eingegangen am 22. Oktober 1930.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Durch die Arbeiten £. Fischers und Abderhaldens (1) ist es langst 
bekannt geworden, daB die Abspaltung der verschiedenen Aminosduren 
bei der tryptischen Verdauung der héher molekularen Proteine recht 
ungleichmaBig vor sich geht. Bestimmte Aminosauren wie das Tyrosin, 
Tryptophan und Cystin treten sehr bald in der Verdauungsfliissigkeit 
auf. Vor allem scheint das Tyrosin eine besondere Stellung im Eiweib- 
molekiil einzunehmen. Bereits nach kurzer Trypsinverdauung ist es 
quantitativ in Freiheit gesetzt. Fiir das Tryptophan jedoch fanden 
Firth und Lieben (2), es sei nicht méglich gewesen, ,,im Laufe einiger 
Wochen mehr als ein Drittel, héchstens aber zwei Drittel der vorhandenen 
Tryptophanmenge in freier Form abzuspalten™. Es liege demnach kein 
Grund vor, ,,dem Tryptophan, analog wie dies vom Tyrosin behauptet 
wird, eine besonders exponierte Stellung in der Struktur des Eiweil- 
molekiils zuzuschreiben. Denn es wird nicht bereits in den ersten Phasen 
des Verdauungsprezesses seiner Hauptmenge nach in Freiheit gesetzt. 
Vielmehr schreitet seine Abspaltung nur ganz allmahlich und, wie die 
Formoltitration nach Sdrensen lehrt, im groBen und ganzen parallel 
mit der Abspaltung der Aminoséuren im allgemeinen fort’. 

Bei der Darstellung des Tryptophans sind wir ganz auf die tryptische 
Verdauung angewiesen. Séure- oder Alkalihydrolyse ist wegen der 
Unbestandigkeit der Substanz unmdéglich. Die grobe Bedeutung, die 
einer befriedigenden Ausbeute an Tryptophan bei der Verdauung zu- 
kommt, veranlaBte uns, das Papain, ein dem Trypsin in gewissem Sinne 
ahnliches Ferment, auf seine tryptophan- und _ tyrosinabspaltende 
Wirkung hin zu untersuchen. 

In die widersprechenden Angaben der alteren Literatur tiber die 
Wirkungsweise des Papains hat Willstatter Klarheit gebracht (3). Papain 
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spaltet bei einem Optimum pu = 5 genuine Proteine bis zu Peptonen. 
Es fehlt ihm jedoch die peptolytische Wirkung. Diese erlangt es erst 
nach vorheriger Aktivierung mit Blausiéure. Das so entstandene Papain- 
cyanhydrin wirkt als neues Ferment und zerlegt EiweiBkérper bis zu 
Aminosauren herab. Auf das Auftreten von freiem Tyrosin und Trypto- 
phan bei der Verdauung mit aktiviertem Papain wies zuerst L. B. Mendel 
hin (4), doch waren seine Untersuchungen rein qualitativer Natur. 


Methodik. 


Als Substrat diente uns Casein ,,Hammarsten*’ mit 15,26° Gesamt-N, 
6,8 ° Tyrosin (5) und 1,8 % ‘Tryptophan (6). Zur Herstellung der Ferment - 
losung verwendeten wir Papayotin- Merck 1: 200. Die Beziehung zwischen 
Fermentmenge und Reaktionsgeschwindigkeit ist nicht ganz einfach. 
Bei Versuch | gelang die Spaltung innerhalb der Versuchsdauer nur recht 
unvollkommen, die gréBere Fermentmenge bei Versuch 2 besserte die Aus- 
beute ganz erheblich. Zur Aktivierung des Ferments verreibt man es mit 
wenig Wasser zu einem diinnen Brei, versetzt mit einer Kaliumcyanidlésung, 
die vorher sorgfaltig mit Schwefelséiure gegen Methylrot neutralisiert wurde, 
gibt eine ausreichende Menge Citratpuffer dazu [21,008 g Citronenséure in 
200 com n NaOH zum Liter aufgefiillt, pq = 4,958 (7)] und laBt die Ferment - 
losung 2 Stunden im Brutschrank bei 37% stehen. Nach dieser Inkubations- 
zeit hat das Praparat seinen konstanten Aktivierungswert erreicht. Von 
Spuren ungeléster Substanz wird abfiltriert. Die so erhaltene Lésung des 
Papaincyanhydrins gie6t man zu einer Aufschwemmung des Substrats 
in Wasser, fiillt auf ein bestimmtes Volumen auf und setzt unter Toluol- 
zugabe im Brutschrank zur Verdauung an. Von Zeit zu Zeit entnimmt 
man Proben zur Analyse. 

Das Fortschreiten der Spaltung wurde durch Bestimmung des Amino-N 
nach van Slyke kontrolliert. Gleichzeitig bestimmten wir die Menge des 
durch Phosphorwolframséure nicht mehr fallbaren Stickstoffs. Zur Be- 
stimmung des Tyrosins wahlten wir die Methode von Zuwerkalow (5), fiir 
das Tryptophan stand uns die Methode von Firth und Lieben zur Ver- 
fiigung (8). Beide Methoden zeigen jedoch freie und gebundene Amino- 
siure an. Zur Trennung schien uns die Fallung mit Phosphorwolframséure 
hinreichend genau zu sein. Fiir das Tyrosin ergeben sich dabei keine Kom- 
plikationen; fiir das Tryptophan lieB sich durch Vorversuche erneut zeigen, 
daB unter den Versuchsbedingungen durch die Fallung mit Phosphor- 
wolframsiure in stark schwefelsaurer Lésung ein Verlust nicht zu_ be- 
fiirchten ist (2). Die iiberschiissige Phosphorwolframsiure wird durch 
Raryt beseitigt und schlieBlich dessen Uberschu8 durch Schwefelsiure 
entfernt. Das Filtrat engt man bis zu einem bestimmten Volumen am 
Wasserbad ein und bestimmt in je leem den Tyrosin- bzw. Tryptophan- 
gehalt. 


Versuch 1. 0,75 g Papayotin werden mit 30 ccm Wasser verrieben, 
mit 20cem 3°,iger neutralisierter KCN-Lésung und 50 ccm Citrat- 
puffer versetzt, 2 Stunden im Brutschrank bei 40° gehalten und filtriert. 
Das klare Filtrat wird zu 20 g Casein, enthaltend 3,0520 g Gesamt-N, 
1,36 g Tyrosin und 0,358 g Tryptophan, zugesetzt, auf ein Liter auf- 
gefiillt und unter Toluolzusatz bei 37° der Verdauung tiberlassen. Die 
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Auflésung des Substrates ging sehr langsam vor sich. In den unten 
angegebenen Zeiten wurden jeweils 100 com entnommen und analysiert, 
nachdem vorher die Blauséiure durch einen Luftstrom § vollstandig 
entfernt worden war. Die Resultate sind in nachstehender Tabelle 


zusammengefaBt : 
Tabelle J. 





Durch PWs 


nicht fallbarer N Tyrosin in °/, des Tryptophan in 


des Gesamt- 


Amino-N 


Std. } 
in © 9 des Gesamt-N senate tryptophans 
1 4,12 7,84 2,42 0 
2 6,19 9,73 4,20 Spuren 
5 10,01 14,04 8,82 2,21 
7 12,67 18,29 11,45 3,21 
24 21,49 31,16 14,76 21,17 
48 25,35 39,65 43,24 27,71 
5D 26,23 41,38 54,29 38.05 
72 25,92 42.85 49.80 34,25 
46 28,97 50.23 52.82 41,60 
120 30.54 64,06 36,04 56,40 


Die Spaltung verlief nicht besonders tief. Nach 100 Stunden sind 
nur etwa 30°, des Gesamt-N als Amino-N in Freiheit gesetzt, wihrend 
vom Tyrosin bzw. Tryptophan wenig mehr als die Halfte abgespalten 
wurde. Giinstiger wirkte eine weitaus gréBere Fermentmenge. 

Versuch 2. 7,5g Papayotin + 150cem Citratpuffer + 100 ccm 
6°.ige neutralisierte Kaliumeyanidlésung wirken unter den gleichen 
Bedingungen wie bei Versuch | auf 20g Casein ein. Tabelle Il und 
die Kurven in Abb. 1 zeigen die Resultate. 

Tabelle 11. 


i 





Durch PWS 


Amino-N: nicht fallbarer N Tyrosin in %, des Tryptophan in ° 


Std. “ des Gesamt- 

in ©, des Gesamt-N ee ee tryptophans 
5 23,16 25,18 22.10 9,39 
19 33,36 35.35 22.35 20,35 
29 39,27 41.26 50.35 29,95 
45 39,13 44.50 61,25 29.85 
92 42.76 52,20 97.90 36,00 
116 44.86 59,70 97,90 63,70 
285 46,90 59.85 50,35 49,99 


Nach 12 Tagen sind rund 47°,, des Gesamt-N als Amino-N ab- 
gespalten. Dabei sind 60°, des Gesamt-N durch Phosphor-Wolfram- 
siure nicht mehr fallbar. Es wurden demnach wohl der Hauptmenge 
nach freie Aminoséuren gebildet, daneben findet sich jedoch ein betracht- 
licher Prozentsatz an durch Phosphorwolframséure nicht mehr fall- 
baren Peptiden. Das ist bei der Wertung der abgespaltenen Tyrosin- 
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und Tryptophanmengen in Rechnung zu ziehen. Ohne Zweifel liegt 
ein kleiner Teil dieser Aminosduren in der erwahnten Peptidfraktion 
gebunden vor. Das Tyrosin erscheint bereits in weniger als 4 Tagen 
praktisch vollstandig abgespalten, wahrend das Maximum des freien 
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Tryptophans nach 5 Tagen nur annahernd zwei Drittel des gesamten 
Tryptophangehaltes ausmacht. Zeichnet man unter der Voraussetzung 
Amino-N = 100 die Kurven fiir Tyrosin- und Tryptophanstickstoff 
(Abb. 2), dann zeigt sich deutlich, daB analog der tryptischen Ver- 
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dauung auch bei der Papaincvanhydrineinwirkung das Tyrosin allen 
anderen Aminosduren vorauseilt, wihrend das Tryptophan im groben 
und ganzen parallel mit der Amino-N-Abspaltung frei auftritt. 

Wir versuchten schlieBlich durch kombinierte Fermentwirkung 
Auflockerung des Molekiils durch Papaincyanhydrin und anschlieBende 
Trypsinwirkung die Eiweibspaltung zu vervollkommnen. 


Versuch 3. 20g Casein werden unter den gleichen Bedingungen 
wie bei Versuch 2 mit Papaincyanhydrin verdaut. Nach 24 Stunden 
wird die Fermentwirkung unterbunden und 500 ccm der Verdauungs- 
flissigkeit nach Entfernung der Blauséiure mit einem dem Optimum 
der Trypsinwirkung entsprechenden Phosphatgemisch [350 ccm se- 
kundares Phosphat + 150 cem primares Phosphat, pa = 7,146 (9)] und 
3g Trypsin-,,Merck unter Toluol zur weiteren Verdauung angesetzt. 


Tabelle 11]. 





Durch PWS 


Sta. Amino-N nicht fallbarer N Ryvoets tn hie eye & * 0 
in 4 des Gesamt-N tyrosins tryptophans 
17 33,99 38,63 34,50 16,60 |p, nain-HON 
24 36,86 41,19 67,60 ee 
6 60,18 57,72 84,2 34,2 
23 60,96 62.30 78.4 15,42 
68 70,14 69,72 98,4 39.94 — 
92 70,28 70,92 89.2 39,00 ¢ Trypsin 
96 70,32 69.36 89,2 43,00 | 
173 70,70 71.56 87.5 39,82 


Der Amino-N schnellt vom Beginn der Trypsineinwirkung an in 
die Hohe und erreicht nach 7tagiger Verdauung ungefihr 71"°,. In 
derselben Hohe liegt der Maximalwert fiir den durch Phosphorwolfram- 
siure nicht fallbaren Stickstoff. Die Werte fiir Amino-N und durch 
Phosphorwolframsaure nicht fallbaren Stickstoff werden daher mit 
Einsetzen der tryptischen Verdauung praktisch identisch. Was sich 
der Fallung mit Phosphorwolframsiaure entzieht, ist reine Aminoséure 
ohne Beimengung von Peptiden. Wiederum eilt das Tryrosin voraus 
und tritt in seiner Gesamtmenge frei auf, wihrend das Tryptophan 
gewaltig zuriickbleibt. Nach einer Woche kombinierter Ferment- 
wirkung finden wir nur 43°, freies Tryptophan. Auch hier geht seine 
Abspaltung parallel mit der Aminosaiureabspaltung vor sich. 


Zusammenfassung. 


1. Bei der Verdauung des Caseins mit Papain-HCN gelingt es, 
innerhalb 12 Tagen nicht mehr als 47°,, des Gesamt-N als Amino-N 
abzuspalten. Dabei wird Tyrosin ganz, Tryptophan nur teilweise, im 
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groBen und ganzen parallel mit der Abspaltung der Aminoséuren in 
Freiheit gesetzt. 

2. Kombinierte Papaincyanhydrin-Trypsinwirkung spaltet in einer 
Woche 71"°,, des Gesamt-N als Amino-N ab. Doch scheint das Frei- 
werden von Tyrosin und Tryptophan von der Kombination beider 
Fermente unbeeinfluBbt zu bleiben. 
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Uber den 
Kohlenhydratstoffwechsel der héheren Pflanzen. 


Die Bildung von Methylglyoxal durch Enzyme 
der gekeimten Samen. 


Von 
Carl Neuberg und Maria Kobel. | 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


In vielen Samen sind als Reservesubstanzen reichlich Kohlenhydrate 
angehauft. Der lebhafte Stoffwechsel, der bei der Keimung eintritt, 
fiihrt zu einem raschen Umsatz der Zuckerarten und ist mit der Eiweib- 
synthese sowie Fettbildung im wachsenden Organismus verkniipft. 
Daher erwarteten wir, da8 die jetzt als ungemein verbreitet erkannte 
Methylglyoxal-entstehung auch mit dem Enzymmaterial der gekeimten 
Samen festzustellen ist. 


Schon ganz kurz haben wir mitgeteilt!, daB in frischem Malz, in den 
Gerstenkeimlingen, das Methylglyoxal erzeugende Ferment vorhanden 
ist. Wir haben eingehender die leicht erhaltlichen Keimlinge der Erbse 
(pisum saccharatum) und der Saubohne (vicia faba) nach dieser Richtung 
gepriift. 

Mit Hilfe von Fermenten dieser beiden Pflanzen ist friiher bereits 
eine andere wichtige Abbaustufe der Kohlenhydrate, der Acetaldeh yd, 
zutage geférdert worden?, und wir verwendeten deshalb bei der 
Gewinnung der Keimlinge die von Neuberg und Gottschalk befolgte 
Methodik, was Desinfektion der Samen vor der Auskeimung anlangt. 


1 C. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 207, 242, 1929 
2 OC. Neuberg u. A. Gottschalk, ebendaselbst 151, 167, 1924: 160, 256, 
1925; G. Klein u. K. Pirschle, ebendaselbst 168, 340, 1926. 
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Bei griindlicher Vorbehandlung mit Sublimat haben wir keine 
Bakterienentwicklung wahrnehmen kénnen; das Wasser, in dem die 
Samen auskeimten, blieb ungetriibt, niemals trat ein Faulnisgeruch auf. 
Ob einzelne Mikroben zugegen waren, ist nicht naher geprift; denn die 
Frage ist insofern gegenstandslos, als fiir die wichtigsten Ansatze 
Alkohol-Ather-praparate aus den Keimlingen bereitet wurden und die 
Methylglyoxal-anhaufung so bedeutend war, daB sie unter keinen 
Umstanden von einzelnen, dem Material anhaftenden Mikroben hervor- 
gerufen sein konnte. 

Sowohl im Gewebe der Saubohnen- als der Erbsen-keimlinge lieB 
sich das Methylglyoxal liefernde Agens nachweisen. Wie bei Mikroben 
und tierischen Geweben ist die Glykolase von der festen Leibes- 
substanz der Zellen abtrennbar. Wir konnten namlich mit zer- 
quetschten frischen Keimlingen, ferner mit dem wasserigen Auszug 
des frischen Materials sowie der Alkohol-Ather-praparate Methy]- 
glyoxalproduktion erreichen, und zwar mit dem Erfolge, daB der 
Riickstand der frischen Keimlinge nur sehr geringe Ketonaldehyd- 
bildung zeigte und der des Trockenpraparats ganz unwirksam war. 
Das Hexose spaltende Enzym war also praktisch vollstandig an die 
Lésung abgegeben. Das Methylglyoxal entstand aus dem zugesetzten 
Zucker-phosphorsaure-ester, nicht aus Reservekohlenhydraten, wie es 
in geringem Umfange bei gemasteter untergariger Bierhefe gelegent- 
lich der Fall sein kann. 

Die Fahigkeit zur Hervorbringung von Methylglyoxal, die 
auch griinen Blattern zukommt?, ist, wie wir nebenbei bemerken 
méchten, ein Argument dafiir, daB die Vegetabilien ein latentes 
Milchsaurebildungsvermégen besitzen!:?, obgleich man sonst Lactate 
in Pflanzen nur verhaltnismaibig selten angesammelt vorfindet %. 
Die Experimente sprechen fiir folgendes: Auch an _ Pflanzen- 
keimlingen bestatigt sich, daB die erste Stufe des desmolytischen 
Zuckerabbaues, der sich in der Schaffung des Intermediadrgebildes 
Methylglyoxal offenbart, die selbe ist, wie in der iibrigen be- 
lebten Natur. Dabei verdient vielleicht der Umstand Erwahnung, 
daB diese Vorginge im tierischen* und vegetabilischen Embryo 


gleich sind. 


1 M. Kobel u. M. Scheuer, ebendaselbst 216, 216, 1929. 

2 Vel. hierzu C. Neuberg u. G. Gorr, diese Zeitschr. 171, 475, 1926; 173, 
358, 1926; C. Neuberg u. M. Kobel, Stoklasa-Festschrift, S. 269. Berlin, 
Parey, 1928. 

3 Vergleiche hierzu G. B. van Kampen, diese Zeitschr. 187, 180, 
1927. 

4 C. Neuberg, M. Kobel u. H. Laser, Zeitschr. f. Krebsforschung 32, 
92, 1930. 
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a Gewinnung des Enzym-materials, 
uf. Je 100 g Erfurter Zuckererbsen bzw. Puffbohnen (Hangdown) 
dic wurden mit 0,1 °,iger Sublimatlésung tibergossen. Nach 40minutigem 
Stehen wurde das Sublimat abgelassen und das = Saatgut zur 
tze Entfernung des Quecksilberchlorids auf einer sterilen, mit einem 
die liber den Rand greifenden Glasdeckel versehenen Nutsche  wieder- 
1en holt mit keimfreiem Wasser gewaschen. Sodann wurden die Samen 
or- mit wenig ausgekochtem Leitungswasser zwischen zwei sterilen  Petri- 
schalen bei Zimmertemperatur aufbewalhrt. Stets wurde dafiir § ge- 
sorgt, daB der Boden der Petrischalen mit Wasser bedeckt war. 
ieB Die Keimung war nach 36 Stunden im Gange. Die Erbsen wurden 
yen nach weiteren 1 bis 2 Tagen, als die Keimlinge etwa 4c¢m_ lang 
ies, waren, die Bohnen | Tag spater, zu den im folgenden beschriebenen Ver 
suchen benutzt. 
er- : ; } 
ug Die Zubereitung der Ferment-praparate geschah nach Kntfernung 
? der Samenhaute, die schnell und leicht mit sterilen Pinzetten gelingt. 
yl- Untersucht wurden in einer sterilen Reibschale zerkleinerte  frische 
ler Keimlinge direkt, ferner Mazerate des frischen Materials, sodann 
yd- Alkohol - Ather- Trocken-praparate aus frischem Material sowie Ausziige 
ar. aus letzteren. 
die Mazerate der zerstampften frischen Keimlinge wurden durch 16- 
en bis 20 stiindige Auslaugung mit der dreifachen Menge Wasser unter 
es Zugabe von 3°, Toluol oder Brombenzol bei 37° gewonnen. Durch 
Abschleudern wurde die Lésung vom Riickstand getrennt, letzterer 
nt- auf der Zentrifuge mit Wasser gewaschen, das Waschwasser  ver- 
worfen und der zuerst erhaltene Extrakt durch Filtration geklart. So- 
die wohl der fliissige als der feste Anteil wurden auf ihren Glykolase- 
en gehalt gepriift. 
tes i Die Alkohol-Ather-praparate wurden durch vier- bis fiinfminutiges 
ite 4 Verreiben von je etwa 100g frischem Keimlingsbrei mit einem Ge- 
t3 misch von 1200 cem Alkohol und 400 cem Ather dargestellt, _abge- ‘ 
; ‘ saugt, nochmals kurz mit der halben Menge des Alkohol-Ather- 
n- ; gemisches behandelt, abgesaugt, mit Ather nachgewaschen und = im 
en | Exsikkator getrocknet. 
les : Extrakte aus den Alkohol-Ather-praparaten wurden durch 17-_ bis 
€- 20stiindige Digestion mit der 10- bis 20fachen Menge Wasser in : 
ig, Gegenwart von 3°, Toluol oder Brombenzol bei 37° — bereitet. 
vo Dann wurde zentrifugiert, filtriert und der Riickstand einmal auf 
q der Zentrifuge mit Wasser gewaschen. Das Waschwasser wurde 
nicht weiter verwendet. Extrakt und Riickstand dienten zu den Ex- 
H perimenten. 
73. Der Kiirze halber seien von den qualitativen Versuchen einige Aus- 
in zlige tabellarisch angegeben. 
Das Methylglyoxal wurde nach bewahrter Methode mit 2, 4-Di-nitro- 
30, phenylhydrazin in salzsaurer Losung gefallt, nachdem die Lésungen mit 
Trichloressigsaure enteiweiBt waren. Unter den Versuchsbedingungen 
RD sprachen Reservekohlenhydrate sowenig wie das zugefiigte Kohlenhydrat 
derivat aut das Reagens an. 
7 
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T abe lle I. 


Versuche mit frischem Brei von gekeimten Erbsen. 





1. 20cem 3,5°%ige Lésung von 
Magnesium-hexose - di- phosphat, 
0,5 g Erbsenbrei, mit Wasser auf 
30 cem gebracht, 1 cem Brom- 


WE, bee es Se 
2. lg Erbsenbrei, sonst wie 1 
3. 2¢ ‘ a eee 
4,4¢ * a oe 
5. 7¢ - ‘ om 
- Statt 3,5°%iger 7%ige Magne- 
sium-hexose-di-phosphat- 





9. | lésung, sonst wie Versuche 
‘ 1 bis 5 


11.* 0,5g¢ Erbsenbrei, 20 ccm 0,09°, ice 
Methylglyoxall sung, mit Wasser 
auf 30 ccm, 1eem Brombenzol . 

12. Lg Erbsenbrei, sonst wie 11. 


13. 2¢ a . ye. be 
14. 4 a es 
15. 7g m ae . 


t 


gleiche gilt fiir die folgenden Tabellen. 


nach 1 Tag 


4. 
Spur 


Methylglyoxal 


nach 2 Tagen 


* Die Versuche mit zugesetztem Methylglyoxal sind Proben auf dessen Verbrauch. 
Wenn viel Ketonaldehyd unverandert bleibt und im 


nach 3 Tagen 


4 


Das 


Hauptversuch viel davon gebildet wird, so ist ersichtlich die Weiterverarbeitung behindert. 
Wenn sie eintritt und trotzdem im Hauptversuch reichlich Methylglyoxal gefunden wird, so 
iiberwiegt die Entstehung des Ketonaldehyds sein Verschwinden um ein bedeutendes. 


Tabelle 11. 


Versuche mit frischem Brei von gekeimten Bohnen. 





L. 
2. 
8. 
4. ae 
5. Die Zusammensetzung 
6 dieser Versuche war die 
7 gleiche, wie die der Ver- 
8. suche 1 bis 15 in Tabelle I, 
cf ‘ 
Bs nur wurde hier statt 
5 des Erbsenbreis Bohnenbrei 
11. verwendet 
12. 
13. 
14. 
15 





Methylglyoxal 


7 ‘nach 1 1 ag ~] nach 2 Tagen 
+ +++ 
Spur ++ 
Spur ++ 
—e Spur 
4 nih of. 
+ +4 
+ ++ 
Spur + 
Spur 
: ae me + a 
4 + af. of. 
+ + 


nach 3 Tagen 
++4- 
a 4 


+. 


+4 


nt 


Spur 





ste e a aaa 




















fe gms walt 
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Versuche mit Mazerationssaft von frischen Erbsen (s. 
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S. 435). 





tee oo bo 


- 


Seana 


| 
| 


1. 
| 
3. 
14. 
0 


1 
12 
l 





15 


leem Erbsensaft, 15cem 5°,ige Mag- 
nesium - hexose-di- phosphat -losung, mit 
Wasser auf 30cem aufgefiillt, 1 cem Brom- 
benzol ie oa 

2ccm Erbsensaft, sonst wie 1 


a: * ‘ . 
os = o- em 
i . . on oe 


Statt 5° iger 10° ige Magnesium- 
hexose-di-phosphat-losung, sonst wie 


Versuche 1 bis 5 


Statt Hexose-di-phosphat-losung 
0,1°,ige Methylglyoxallésung, sonst 
wie Versuche 1 bis 5 


Methylglyoxal 


nach 1 Tag nach 2 Tagen nach 3 Tagen 


a 
4. + 
b+ 
i 4 
+ 
4 
+4 
+ 
Spur 


Tabelle 111b. Versuche m. Mazerationsriickstand vy. frisch. Erbsen (s. 8. 435). 
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Ste oo bo 


_ 
So 


Y= Seorn~ 
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d 
a 
2| 


5 


Tabelle IVa. Versuche mit Mazerationssaft 


0.5 g Riickstand, sonst wie Versuch 1, 


Tabelle IIa . 


1,0g Riickstand, sonst wie 1... 
20 . x - ae 
5,0 ¢ ss a oo Dera 
10.0 ¢ “ e co 


Statt 5%iger 10° ige Magnesium- 
hexose-di-phosphat-losung, sonst wie 
Versuche 1 bis 5 


Statt Hexosephosphat 0,1°,ige 
Methylglyoxallésung, sonst wie Ver- 
suche 1 bis 5 


Méthylglyoxal 
nach 1 Tag nach 2 Tagen | nach 3 Tagen 


Spur Spur Spur 
Spur | 
Spur 

Spur + Spur 


Spur Spur Spur 
Spur Spur 

Spur 

Spur 


Spur 


von gekeimten frischen Bohnen. 





1.) y 
2.13 
316 
4. & 
5.f2 
6.12" 
PIN 
‘.Jo 
8.Ja 





Methylglyoxal 
n. 1 Tg. nach 2Tg. nach 3 1Tg. 


Spur rt t 





dieser Versuche war 
die gleiche wie die 





der Versuche 1 bis 8 












Methylglyoxal 


n. 1 Tg. n.2Tg. nach 37g. 






benutzt 


Spur Spur 
Spur 
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T'abelle 1 V b. Versuchem. Mazerationsriickstand v. gekeimten frischen Bohnen. 
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Tabelle V. 


nach 1 Tag 


Gleiche Zusammensetzung 
wie bei den Versuchen 1 bis 15 
Tabelle IIIb, nur wurde hier 
Mazerationsriickstand von Bohnen 

verwendet 





Spur 
Spur 
Spur 


ie 


Spur 


S. 435). 


Methylglvoxal 


“nach 2 Tagen nach 3 Tagen 


+ + 
+ a 
$f. + 
Spur + 
++ 
++ 
4.44. +4 
rrr 
t <7 


Versuche mit Alkohol-Ather-Trocken-praparaten von gekeimten 
Erbsen (s. 





He 991 


~ 


NS 


oo 


10. 


12. 
13. 
14. 


15. 
16. 
17. 
18. 
19. 
20, 
21. 
22, 
23. 


27. 
28. 


. 0,2 g¢ Trocken-praparat, 


. 30 cem 1,25°% ige Magnesium -hexose- 


di-phosphatlosung, 0,1 g Erbsen- 

Trockea-praparat,0,5cem Toluol . 
sonst wie 
sonst wie 


1 

0,3 g Trocken-praparat, 1 
sonst wie 1 
ie 1 

1 

1 


0,5 g Trocken-praparat, 
0,8 ¢ Trocken-praparat, 
1.0 ¢ Trocken-praparat, 
15g Trocken-praparat, 


sonst wie 
sonst wie 
sonst wie 


Statt 1,25° iger 2,5°% ige 
Magnesium - hexose - di - phosphat- 


losung, sonst wie Versuche 1 bis 7 


Statt 1,25°% iger 5 %ige 
Hexose-di-phosphat-lésung, sonst 


wie Versuche 1 bis 7 


Statt Hexose-di-phosphat 
0,5°,ige Methylglyoxal - losung, 


sonst wie Versuche 1 bis 7 





Methylglvoxal 





nach 1 Tag 


| 
os 
1 


Spur 
Spur 
Spur 
Spur 


-+- 
-. 


{ 
Spur 
Spur 
Spur 
Spur 


= & 
7 


nach 2 Tagen 


on ond +— 
Spur Spur 
Spur . 
4 -1 
+--+ 
- ++ 
' 
di. 
Spur Spur 


nach 4 Tagen 
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Tabelle VI. 
gekeimten Bohnen (s. 8. 435). 


Versuche mit Alkohol-Ather-Trocken-praparaten von 
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1. 





Methylglvoxal 


nach 1 Tag 





1. Spur Spur t 
2. Spur + + 
3. Spur t 
4. Spur Spur 
5. - 

6. 

7 

8. 4 

9. + + ++ 
10. 4 4 kik, 
11. } 4 L4 
12. Spur + + 
13. nae : bay : Spur Spur Spur 
14. | Wie Versuche 1 bis 28 Tabelle V, ai : : 

aber mit Alkohol-Ather-Trocken- 

15. praparaten von gekeimten Bohnen + 2 ae T 

16. a + +- 
ay, i +4 
18. t..4 1. of. 
19. Spur +4 4 
20. Spur 1 ‘. 
8 Spur Spur Spur 
22. +++ os +++ 
23. ++ 4-4.+ on iS 
24. 4 ‘at ‘Se e's 
25 + +} -}- 4 
26. Spur Spur 
27. Spur 
28. a 


Tabelle Vila. 
der Erbsen (s. S. 435 *). 


nach 2 Tagen 


Versuche mit Extrakt vom Alkohol-Ather-praparat 


















nach 4 Tagen 





Methylglyoxal 


nach 1 Tag 


1. leem Erbsen-extrakt, 20 cem 
7,5 %ige Hexose-di-phosphat- 
lésung, mit Wasser auf 30 cem 


aufgefillt, l1eem Toluol. . . + + 
2. 2cem Erbsen-extrakt, sonst wie 1 + + 
3. 5eem Erbsen-extrakt, sonst wie 1 + +++ 
4. 10ccm Erbsen-extrakt, sonst wie 1 ae ++ 
6. Statt Hexose-di-phosphatlésung, = eH 4 
7 0,09%ige Methylglyoxallosung, ie a rrr 

: sonst wie Versuche 1 bis 4 nied 

8. ae e+ 


* Zur Darstellung des Extraktes wurde hier die zehnfache Menge 
priparates an Wasser verwendet. Es war einerlei, ob der Extrakt 
Toluol oder von Brombenzol bereitet wurde, die Wirksamkeit war dic 
gilt fiir die Versuche der folgenden Tabellen 

Biochemische Zeitschrift Band 229. 


nach 2 Tagen 


» des Alkohol-Ather- 














nach 3 Tagen 


bei Gegenwart von 
» gleiche. Das selbe 


29 
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Tabelle VIIb. Versuche mit dem Riickstand des extrahierten 
Alkohol-Ather-praparats der Erbsen * (s. 8. 435). 





Methylglyoxal 
nach nach nach 
1 Tag 2 Tagen 3 Tagen 


1. Llcem Suspension des Rickstandes, 20 com 
7,5 °/yige Magnesium - hexose - di- phosphat- 
losung, mit Wasser auf 30cem gebracht, 
leem Toluol. . . ae ee ae ae 
.  2cem Suspension, sonst wie l . . . . . _ 
. 8cem Suspension, sonst wie 1 
. 10cem Suspension, sonst wie 1 


2 
3 


4 


; | Statt Hexosephosphat 0,09 °/,ige eae : : 7 aoe 
: | Methylglyoxallésung, sonst wie Versuche . ; 


DraI1S or 


bis 4 ++++)/+++4+- 444+ 
++++ +4+4+4+ +444 


* Der Riickstand wurde mit Wasser angeriihrt und die Suspension auf das Zehnfache 
des Gewichtes vom verwendeten Trockenpraparat aufgefiillt. Das gleiche gilt fiir Tabelle VIII b. 


Tabelle VII1a. Versuche mit Extrakt vom Alkohol-Ather-praparat 
der Bohnen. 





Methylglyoxal 











~ nach ‘1 Tag -nach 2 Tagen — nach 3 Tagen 
1. + + t- 
2. = = + 
3 Zusammensetzung i. cos ode he 
4.| der Ansitze wie Versuche 1 bis 8 + a as 
_ , der Tabeile Vila, nur wurde Ex- ; 
| trakt vom Alkohol-Ather-praparat se rt? + 3 + + 
6. der Bohnen benutzt + 7+ soe Terr 
i. is a a oe 4 
8. ie a ee 
Tabelle VIIIb. Versuche mit Riickstand des extrahierten 
Alkohol-Ather-praéparats der Bohnen. 
Methylglvoxal 
; nach 1 Tag | nach 2 Tagen nach 3 Tagen 
1. _ — 
2. Zusammensetzung = 
3.1 der Ansatze wie Versuche 1 bis 8 : 
4. Tabelle VII b, nur wurde Riick- Sa 
5, { stands-suspension des extrahierten = 4 4.4 4 Aordndtede oo. 
6. Alkohol-Ather-praparats der $444 i444 ci ae 
q. Bohnen verwendet de deed. fe 4-4 
8. ie ie ota ++ a 0 





Nach dem Ausfall der Reaktionen beim Riickstand der Alkohol- 
Ather-praparate, der nach Extraktion mit Wasser hinterblieben war 
(s. Tabellen VIIb und VIITb), mu8 man schlieBen, daB sowohl die Methyl- 
glyoxal bildenden als verarbeitenden Agentien auslaugbar sind. 
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Kohlenhydratstoffwechsel héherer Pflanzen. 


Beispiele von Bilanzversuchen, 
A. 

Kin quantitativer Versuch wurde mit dem wisserigen Extrakt des 
Alkohol-Ather-praparats gekeimter Erbsen vorgenommen. Zur Darstellung 
des Auszugs wurden 40 g des trockenen Erbsenpulvers mit 800 cem Wasser 
und 25 cem Toluol 20 Stunden bei 37° unter éfterem Umschiitteln digeriert ; 
dann wurde zentrifugiert und filtriert. 


Ansdtze : 


a) 250 cem Extrakt, 
500) ,, = 6,686 °jige Magnesium-hexose-di-phosphat-lésung, 
15... Toluol. 

b) 150 cem Extrakt, 


300)... Wasser, 
9 .,  Toluol. 
c) 50ccm Extrakt, 
100) ., «0,1 %ige Methylglyoxal-losung, 
3 .  Totluol. 
d) 50 cem Wasser. 
100) ., «0,1 %ige Methylglyoxal-losung, 
3 »  Totuol. 


Die Ansatze wurden 3 Tage bei 37° aufbewahrt und wahrend dieser 
Zeit 6fters umgeschiittelt. Die in iiblicher Weise nach EnteiweiBung mit 
Trichloressigsiure ausgefiihrte Phosphat-bilanz ergab folgendes. Von den 
zu Beginn in 1 cem Versuchslésung vorhanden gewesenen 7,1930 mg Di- 
phosphat-Phosphor waren wahrend der Versuchsdauer 0,8293 mg Phosphor 
11,53°% abgespalten. Nach Beendigung des Versuchs war kein Mono- 
phosphat tibrig geblieben, so daB der gesamte Phosphor hier einer kom- 
pletten De-phosphorylierung von Hexose-di-phosphat gleichgesetzt werden 
konnte. Der abgespaltenen Phosphatmenge sind pro Kubikzentimeter 
2,4045 mg Zucker aéquivalent. Durch Fallung von 500 ccm enteiweibter 
Versuchslésung a) mit 2 g salzsaurem 2, 4-Di-nitro-phenylhydrazin wurden 
1,166 g Methylglyoxal - bis - di-nitro- phenylhydrazon erhalten; dem = ent 
sprechen 0,2429 g Methylglyoxal-hydrat. Durch Fallung der Vergleichs- 
ansatze 3 und 4 mit dem selben Reagens und Wagung der ausgewaschenen 
Niederschlige ergab sich, daB fiir 500 cem Versuchslésung 0.1356 ¢ Methy! 
glyoxalhydrat verschwunden waren. Es betrug somit die in 500 cem 
Versuchsgemisch gebildete Menge Ketonaldehyd 0,2429 g 0.1356 2 
0,3785 g Methylglyoxal-hydrat. In 500 cem Versuchsgemisch waren gemiils 
den Phosphat-bestimmungen (s. oben) 1.2022 g Zucker disponibel geworden. 
Da in diesem Versuch zum Schlu8 nicht auf restierenden Zucker gepriift 
worden ist, so machte bei Berechnung auf das hydrolysierte Di-phosphat 
die Minimalausbeute an Keton-aldehyd 31.5°, der Theorie aus. 


A nal yse ° 


4,538 mg Substanz: 6,955 mg CO, und 1,205 mg H,O. 


2,578 ,, 7 0,578 cem N, (752mm, 22°, 50°, KOH). 
Cys; Hy2NgOg. Ber.: C 41,66°,. H 2,33%, N 25,93 %; 
(432) gef.: C 41,81%, H 337%, N 25,67 %. 


IG * 
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B. 


In einem anderen, analog ausgefiihrten Bilanzversuch mit dem selben 
Kirbsen-praparat wurden in 100 ccm Versuchslésung aus dem hexose-di- 
phophorsauren Salz 84.71 mg P mineralisiert. Da sich Hexose-mono- 
phosphat nicht angesammelt hatte, entsprachen dem abgespaltenen Phosphor 
245.6 mg Zucker. Nach Beendigung des Versuchs wurden in 100 cem 
Reaktionsgemisch 60 mg Zucker gefunden (als Glucose bestimmt); also 
kamen fiir den Ubergang in Methylglyoxal 245,6 — 60 — 185.6 mg Hexose 
in Betracht. Isoliert wurden aus je 100 cem Versuchslésung 54,17 mg 
Methylglyoxal-hydrat; von zugesetztem Ketonaldehyd waren im Vergleichs- 
versuch 28,12 mg CH,.CO.CHO + H,O verschwunden, so daB  ins- 
gesamt 82,29 mg Methylglyoxal-hydrat 44,3 gebildet worden waren. 
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Uber eine einfache Darstellung von Phenylglyoxal. 
Von 
Carl Neuberg und Eduard Hofmann. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Unlangst! haben wir mitgeteilt, daB man Methylglyoxal-lésungen 
gewinnen kann, wenn man Isonitroso-aceton mit Nitrosyl-schwefe!- 
siure behandelt. Die in Aussicht gestellten Versuche, die Eignung 
dieses Vorgehens auch fiir die Bereitung anderer Ketonaldehyde zu 
priifen, sind jetzt fiir das Phenyl-glyoxal am Isonitroso-acetophenon 
durchgefiihrt. Das nach den Angaben der Literatur? auBerordentlich 
leicht zugangliche Oxim wird durch das genannte Reagens leicht und 
mit befriedigender Ausbeute in Phenylglyoxal verwandelt, gemif der 
Gleichung 


C,H,.CO“CH:NOH + ONO.SO,H 
H,SO,. 


IC,H,.CO.COH + N,O 


Zum Unterschied vom Isonitroso-aceton, das in Wasser léslich ist, 
muB man beim Isonitroso-acetophenon ein organisches Lésungsmitte] 
anwenden. Brauchbar ist Dioxan. 

Die Einzelheiten ergeben sich aus folgender Vorschrift : 

10g Isonitroso-acetophenon werden bei Zimmertemperatur in 
35 cem Dioxan gelést, mit 10 g Wasser versetzt und auf 0° abgekiblt. 
Unter Umschiitteln werden 8,5 g (das ist die aquimolekulare Menge) 
Bleikammer-kristalle so langsam eingetragen, daB die Temperatur nicht 
iiber + 5° steigt. Wenn alle Nitrosyl-schwefelsiure zugegeben ist, 
werden einige Siedesteinchen hinzugefiigt und die Lésung auf etwa 40° 


1 KE. Hofmann u. C. Neuberg, diese Zeitschr. 226, 489, 1930. 
2 L. Claisen u. O. Manasse, B. 20, 2194, 1887. 
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erwarmt. Dabei tritt stiirmische Gasentwicklung ein, und durch Ein- 
tauchen des Kolbens in kaltes Wasser ist dafiir Sorge zu tragen, dab 
die Temperatur nicht iiber 60° hinausgeht. Nachdem die Gasent- 
wicklung beendet ist, wird das Reaktionsgemisch mit 100 cem Wasser 
in einen Claisen-Kolben tibergespilt und im Vakuum auf etwa 70 cem 
eingeengt, wobei sich bereits eine gréBere Menge 0] abscheidet. Der 
Riickstand, Fliissigkeit samt Ol, wird im Scheidetrichter dreimal mit 
je 50cem Ather extrahiert, und die vereinigten atherischen Ausziige 
werden zwei- bis dreimal mit je 10cem Wasser ausgeschiittelt. Der 
Ather wird abdestilliert und aus dem zuriickgebliebenen O] das Phenyl- 
glyoxal durch zweimaliges Auskochen mit je 40 com Wasser extrahiert. 
Man filtriert heiB durch ein angefeuchtetes Filter und konzentriert 
die wasserigen <Ausziige im Vakuum auf etwa 30ccm; alsbald 
faillt ein Teil des Phenylglyoxals 6lig oder kristallinisch aus. Nach 
dem Einengen kiihlt man mit Eis, worauf in der Masse ein Brei 
von Kristallen entsteht. Diese werden abgesaugt, und mit dem 
Filtrat davon wird das auf dem Filter zuriickgehaltene Ol noch 
einmal ausgekocht; dabei wird noch eine geringe Menge von Phenvyl- 
glyoxal isoliert. 

Auf diese Weise wurden aus 10 g Oxim sofort 5,4 g (= 53°, der 
Theorie) ziemlich reines Phenylglyoxal-hydrat erhalten. Zur vélligen 
Reinigung wird dieses in méglichst wenig warmen Athers gelést und 
filtriert; das Filtrat wird nach Einstellen in Eiswasser allmahlich mit 
dem gleichen Volumen Ligroin (D = 0,71 bis 0,72) vermischt. Dabei 
bleibt eventuell unangegriffenes Isonitroso-acetophenon in Lésung, 
wahrend das Phenylglyoxal-hydrat in langen, farblosen Nadeln aus- 
fallt, die nach Absaugen und Trocknen bei 73° schmelzen. Ausbeute 
44g, gleich 43,1°, der Theorie. (Den gleichen Schmelzpunkt, 
den auch v. Pechmann! beobachtet hat, zeigte ein nach seinen An- 
gaben hergestelltes Phenylglyoxal-hydrat, sowie ein Gemisch aus 
beiden Praparaten?.) ’ 


Versuche mit 5 bzw. 20g Isonitroso-acetophenon und den ent- 
sprechenden Mengen Nitrosyl-sulfat ergaben ebenfalls Ausbeuten von 
40 bis 50°, an hydratisiertem Ketonaldehyd. Wir haben uns aber 
keine Miihe gegeben, den Ertrag zu verbessern, und haben auch die 
beim Einengen (s. vorher) sich verfliichtigende Quantitét der Substanz 
nicht beriicksichtigt. 


1 H.v. Pechmann, B. 20, 2904, 1887; H. Miller u. H. v. Pechmann, 
B. 22, 2556, 1889. 

2 Anm. bei der Korrektur: Diesen Schmelzpunkt finden wir ebenfalls 
in der Dissertation von F. Kréhnke (Berlin, 1928) vermerkt, der somit 
wohl als der richtige angesehen werden dar . 
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Das verwendete Dioxan war vorher durch Trocknung mit metalli- 
schem Natrium und durch Rektifikation gereinigt!. 

Die Bereitung des Phenylglyoxals, das fiir chemische und_ bio- 
chemische Zwecke 6fters gebraucht wird, geschieht bisher in praxi 
nach der Vorschrift von v. Pechmann (a.a.O.) bzw. von Pinner®. Man 
erreicht die von den Autoren bezifferten Ausbeuten jedoch nur selten 
und nur bei erheblicher Chung; oft tritt statt der gesuchten Verbindung 
das Pinnersche Imidazol-derivat auf, ohne da stets die Griinde 
dafiir ersichtlich waren. Die vorstehende einfache Anleitung zu einer 
schnellen Darstellung von Phenylglyoxal bietet auch Anfingern keine 
Schwierigkeiten. 


1 L. Anschiitz u. W. Broeker, B. 59, 2844, 1926. 
2 4. Pinner, B. 35, 4131, 1902; vel. auch C. Gastaldi, Gazz. chim. ital. 
51, 233, 1921. 





Die Zerlegung von nicht phosphoryliertem Zucker 
durch Hefe unter Bildung von Glycerin und Brenz- 
traubensiure. 


Von 
Carl Neuberg und Maria Kobel. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Bei den eingehenden Studien tiber die universelle Methylglyoxal- 
bildung, zu der tierische und pflanzliche Zellarten nahezu_ beliebiger 
Herkunft befahigt sind, haben wir als Substrat das Magnesiumsalz 
des am-Fructose-di-phosphorséure-esters verwendet. Dabei hatten 
wir alsbald beobachtet!, daB bei abgestimmten Verhdiltnissen zwischen 
dem erwiihnten Ausgangsstoff und der Hefe neben dem Methylglyoxal 
auch Brenztraubensaiure auftritt. Spiater gelang es*, tiberhaupt die 
Vergairung des Hexose-di-phosphats so zu leiten, daB ein Zerfall in aqui- 
molekulare Mengen Glycerin und Brenztraubenséure vor sich geht. 
Dabei liegt nicht etwa ein rein chemischer ProzeB vor; denn die ein- 
fache chemische Umwandlung von Zucker in Brenztraubensaure scheint 
bisher nicht verwirklicht zu sein, sondern nur die zu Methylglyoxal, 
das mit Sauren, Alkalien sowie gemifB den Reaktionen von Cameron 
sowie Ohle aus Hexosen, Pentosen, Triosen und sogar Disacchariden 
erhalten werden kann. Bekannt ist, daB normalerweise bei der 
Garung auch nicht phosphorylierten Zuckers stets Glycerin gefunden 
wird, und zwar in einer Ausbeute bis 5°,,.. Diese Tatsache ist schon 
vor langerer Zeit von Neuberg, Reinfurth und Hirsch*® dahin gedeutet 
worden, daB in dieser Entstehung von Glycerin der Ausdruck fiir einen 
Ablauf der zweiten bzw. dritten Vergaérungsform in dem Sinne erblickt 
werden kann, daB die dem Glycerinertrag aquivalenten Mengen Brenz- 
traubensiure bzw. Acetaldehyd einem internen Verbrauch durch die 
Hefe unterliegen, indem sie fiir deren Erhaltungs- wie Anwuchs-stoff- 


' OC. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 210, 474, 1929. 

2 Dieselben, ebendaselbst 216, 493, 1929. 

3 CO. Neuberg u. E. Reinfurth, ebendaselbst 92, 247, 1918; C. Newberg 
u. J. Hirsch, ebendaselbst 100, 322, 1919; C. Newberg, B. 55, 3633, 1922. 
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wechsel! dienen. Eine solche Auffassung stimmt zu den Erfahrungen 
von Lindet?, daB bei der alkoholischen Zuckerspaltung Verluste, die schon 
Pasteur erkannt hatte, bis zu 17,5°,, an den Garungsendprodukten fest- 
zustellen sind, sobald die Hefe Gelegenheit hat, sich mehr oder minder 
stark zu vermehren. Dieses ist ihr auch ohne besondere Stickstoffzufuhr 
méglich, da die zugrunde gehenden Zellen geniigend Stickstoffsubstanz 
zum Neuaufbau von Protoplasma liefern, dessen Kohlenstoffmaterial 
mindestens teilweise dem zerfallenden Zucker entnommen wird. Bei 
der gewéhnlichen alkoholischen Garung, bei der kein Zusatzmittel 
das Medium beeinfluBt, ist eine Anhaufung von Brenztraubensiure 
als Oxydationsaquivalent des sich ansammelnden Glycerins  bisher 
nicht gelungen. Beziiglich der Resultate, die bei anderem Vorgehen 
verschiedene Autoren verzeichnet haben, sei auf die Angaben in der 
Mitteilung von Kobel und Scheuer® verwiesen. 

Die Erfolge, die durch Benutzung von hexose -di-phosphor- 
saurem Magnesium gewahrleistet sind, gaben uns Veranlassung, als 
Garsubstrat auch nicht phosphorylierten Zucker einfach in Gegen- 
wart von anorganischen Phosphaten zu gebrauchen. Diese Versuchs- 
anordnung schien deshalb aussichtsvoll, weil sich ja gezeigt hatte, dab 
bei der Desmolvse nach dem Schema der vierten und fiinften Ver- 
garungsform das ester-phosphorsaure Salz der Hexose verseift wird. 
Bei Verwendung konzentrierter Lésungen des Magnesium-am-fructose- 
di-phosphats kann man wbrigens direkt eine Abscheidung des vom 
Ferment abgespaltenen schwer léslichen Magnesium-phosphats wahr- 
nehmen#. 

Wir stellten daher zunachst Versuche mit Tri-magnesiumphosphat, 
Mg,(PO,)., an. Das erhoffte Ergebnis blieb nicht aus. Wir erhielten 
Glycerin und Brenztraubenséure in gesteigerter Menge. Sodann er- 
setzten wir das Magnesiumphosphat durch Di-natriumphosphat. Im 
Prinzip verursachte dieses Salz einen analogen Ausschlag, doch war die 
Ausbeute an Brenztraubensiure nur etwa zwei Drittel so hoch. Dab es 
sich nicht etwa um eine Wirkung der Phosphat-ionen handelt, 
lehrten sodann Versuche mit Magnesiumoxyd. Seine Heranziehung 
bedingte ebenfalls die Entstehung von Glycerin nebst Brenztrauben- 
saure. Ein véllig molekulares Verhaltnis zwischen beiden 3-Kcohlenstoff- 


1 Bezeichnung nach C. Oppenheimer, GrundriB der Biochemie, 6. Aufl. 
1929, S. 277. 

2 L. Lindet, Chem. Centralbl. 1917, II. 109. 

3M. Kobel u. M. Scheuer, diese Zeitschr. 229, 238, 1930. 

* Betreffs ahnlicher Beobachtungen iiber ein sichtbares Ausfallen 
fermentativ abgespaltener Erdalkaliphosphate, die zundchst oft eigenartig 
gelatinés sind, siehe z. B. diese Zeitschr. S2, 393. 1917; 119, 77. 1921; 181, 
164, 1922; 148, 191, 1923; 170, 263, 1926; IST, 486, 1927. 
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Koérpern waltete unter diesen Umstanden nicht ob. Die Griinde dafiir 
sind vermutlich in folgendem zu suchen: In den friiher mitgeteilten 
Versuchen mit toluolisierten Trockenhefen! sowie mit Hefensaften? 
unterbleibt ein Verbrauch von Zucker oder seinen Spaltungs- 
produkten fiir die Erhaltung und Vermehrung von Hefe. Anders 
bei den Versuchen mit lebender Frischhefe. Hinzu kommt, dab 
bei Verschiebung des Milieus nach der alkalischen Seite hin ein 
Teil des Zuckers nach dem Paradigma der zweiten und dritten Ver- 
girungsform umgesetzt werden kann. Mit anderen Worten heiBt dies 
folgendes: Wenn eine solche Wasserstoff-ionen-konzentration herrscht, 
daB der Zerfall der Brenztraubenséiure ganz oder teilweise méglich 
ist, so wird ihr carboxylatisches Spaltungsprodukt Acetaldehyd 
dismutiert. Wie Kumagawa® sowie Josephson und v. Euler* dargetan 
haben, findet eine enzymatische Dismutation der aliphatischen Aldehyde 
auch in einem sich selbst siuernden, zuniachst neutral gewesenen Medium 
bzw. bei einem px von 3 bis 4 statt, wennzwar mit geringerer Ge- 
schwindigkeit. Andererseits wissen wir aus wichtigen Untersuchungen 
von Hadgglund und seinen Mitarbeitern®, daB Brenztraubensaure bei 
einem Pu > 7,4 des AuBenmediums nicht mehr sicher angegriffen 
wird (Carboxylase wirkt nach Newberg und v. May® noch gut bei 
pu = 5,8 bis 6,2; fast die gleichen Zahlen haben Hdgglund und Ringbom? 
ermittelt). Im Laufe der Garung verindert sich nun die Wasserstoff- 
ionen-konzentration dergestalt, da bei der offenkundigen Tendenz® 
der Hefe zur Saurenbildung die H-Ionen-konzentration stark zunimmt, 
also Pyruvinat wieder vergoren werden kann. Eine Erklarung fiir die 
beschriebene Art der Bildung von Glycerin und Brenztraubensaure ware 
also die, daB im Prinzip die vierte Vergirungsform eintritt, daB aber 
daneben die dritte Vergiéirungsform teilweise zur Entwicklung gelangt, 
indem eine partielle Zerlegung der Brenztraubensiure erfolgt, deren 
Spaltungsprodukte wie bei der dritten Vergaérungsart dismutiert werden. 
Unveranderter Acetaldehyd selbst ist nur in geringem, aber erkenn- 
barem MaBe nachweisbar. Etwas Brenztraubensaure bleibt brig, weil 


1 C. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 219, 490, 1930. 

2 M. Kobel u. M. Scheuer, a. a. O. 

3 H. Kumagawa, diese Zeitschr. 128, 225, 1921. 

4 K. Josephson u. H. v. Euler, H. 135, 49, 1924. 

5 Besonders E. Hdgglund u. A. M. Augustsson, diese Zeitschr. 170, 
102, 1926. 

6 ©. Neuberg u. A. v. May, ebendaselbst 140, 304, 1923. 

7 BE. Hdgglund u. A. Ringbom, ehendaselbst 187, 117, 1927. 

8 Vgl. hierzu H. Liters, Chem. Centralbl. 1914, I, 1101; F. Boas u. 
H. Leberle, diese Zeitschr. 90, 78, 1918; E. Hdgglund, Monogr. Stuttgart, 


1914. 
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die aus Hdgglunds und Augustssons Arbeit (a. a. O.) abzuleitende, aber 
friiher experimentell nicht verifizierte Forderung nunmehr erfiillt 
wurde, indem die entsprechende Vergiéirung in der Nahe des kritischen 
Punktes der H-lonenkonzentration gliickte. 


Wir méchten nicht verfehlen, darauf hinzuweisen, daB im Lichte 
dieser Erfahrungen die umstritten gewesene, sehr bemerkenswerte alte 
Beobachtung von Fernbach und Schoen! ihre Erklairung zu_ finden 
vermag. War es auch den verschiedensten Autoren nicht gelungen?, 
mit beliebigen Kulturhefen die Entstehung von Brenztraubensaure 
die Glycerinfrage scheint dabei nie geprift zu sein zu erreichen, 
wenn man nach den genannten Forschera Calciumcarbonat den Giar- 
ansatzen hinzufiigte, so ist es doch durchaus verstandlich, daB unter 
den von den franzésischen Gelehrten gewaihlten besonderen Verhilt- 
nissen eine Anhaufung von Pyruvinat vor sich gehen kann; ihre 
Bedingungen sind namlich dafiir recht giinstig gewesen. Lediglich 
auf mineralischen Nahrbé6den und bei der Einsaat einer Hefenkultur, 
die sich in den Garansitzer erst entwickeln muBte, haben Fernbach 
und Schoen Pyruvinat-bildung konstatiert und hervorgehoben, daB sie 
bei Erleichterung des Wachstums? durch Verwendung organischer Stick- 
stoffnahrung (z. B. Wiirze) ausblieb. 

Jetzt ist es méglich, auch mit sehr reichlichen Mengen frischer Hefe, 
die in ausgewachsenem Zustande angewendet wird und nicht im Gar- 
medium selber unter auBerst erschwerten Daseinsbedingungen sich ver- 
mehren mub, Brenztraubensdéure zu erhalten. 

Uber die schon von Neuberg und Kerb4 gesuchte Beziehung, iiber 
die Entstehung von Glycerin im Zusammenhange mit der Anhéufung 
von Brenztraubenséure, lag, soweit wir sehen, vor unseren Fest- 
stellungen keiae experimentelle Angabe vor. 

Es folgen nun zunachst Tabellen, die Ausziige aus den qualitativen 
Versuchsserien bringen. 

Die gebildete Brenztraubensaéure wurde auch hier nach EnteiweiBung 
durch Trichloressigséure mittels 2, 4-Di-nitro-phenylhydrazin-chlorhydrat 
isohert; das Hydrazon wurde in Soda gelést und mit Salzsaure wieder aus- 
gefallt 5, 


' 4. Fernbach u. M. Schoen, C. vr. 157, 1478, 1913; 158, 1719, 1914; 


170, 764, 1920. 

2 Literatur dariiber siehe diese Zeitschr. 229, 238, 1930. 

3 Vel. hierzu H. Braun u. C. BE. Cahn-Bronner, diese Zeitschr. 1381, 
229, 1922. 

4 ©, Neuberg u. J. Kerb, Zeitschr. f. Garungsphysiol. 1, 114, 1912. 

5 Beziiglich der Methodik siehe C. Newberg u. M. Kobel, B. 68, 1988, 
1930; diese Zeitschr. 216, 495, 1929; 229, 257, 1930. 
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Tabelle I. Versuche' mit Zugabe von Mg,(PO,)o. 














Ansitze Brenztraubensiure 
Nr. - -Frische a" ‘ wae 
Glucose Sinner-Hefe Zusatz nach 16 Std. nach 23 Std. nach 3 Tagen 
g 
1 jJe 100 cem 5,0 a a 
2 10% ige 2.5 + +4 
3 Lésung 1.5 Je 0.1252 ! fe ok 
4 \Je 100 cem 5.0 Mgg(PO4)o + + 
5 5 ige 2,5 ++ +--+ 
6 Losung 1.5 7 ++ 
7 |Je 100 cem 5.0 + ++ 
8 10°, ige 2.5 +++ + +--+ + 
g Losung 1.5 Je 0.25 ¢ +++ ++4 + +4 
10 |Je 100 cem 5.0 Mg3(PO4)o 
11 | 5%ige 25 + , 
12 | Laésung 1,5 eee es 
13 |Je 100 cem 5.0 +--+ +++ om 
14 10 %ige 2.5 +--+ + fof Spur 
15 Lésung 1,5 Je 0,50 ¢ + 4 
16 |Je_100 cem 5,0 Mg3(PO4)o + 
17 5% ige 2.5 ++ ++ 
is | Losung 1.5 ++ + 
19 \Je 100cem 5,0 7: ++ 
: , - Je O7o¢ ; ‘ 
20 | 10 %ige 2,5 | bos + + Spur 
21 Losung 1,5 |B — + + Spur 
Tabelle 11. Versuche mit Zugabe von Na,gH PO,. 
Ansitze Brenztraubensiure PH 
Nr. Gisien Pens, Oe Zusat: nach nach zu nach 
— — 18 Std. | 24 Std. | Beginn 18 Std. 
g 
1 5,0 | Je 50 e¢em ao }- -- 69 5.4 
2 2.5 m/16 + Lop 7.0 5.4 
3 1,5 Na, HPO, + ++ 7,2 5.4 
4 5,0 | Je 50 cem -4 -++ 4- 7,2 64 
5 2.5 m/8 ++44 L 7,3 6,4 
6 15 |NaHPO, + ++ 7.4 6.6 
7 Je 50 cem 5,0 Je 50 cem spe cb f=} 7,5 6.9 
8 20 °Kige 2.5 m/4 +44 +} 7.6 6.8 
9 Losung 1,5 NagH PO, ++ 7.6 6.8 
10 5,0 | Je 50 cem Spur — 
11 2.5 m/2 — 
12 15 JNaHPO, | — 
3 5.0 
+ o's Je 50 cem 
2,t . . 
ih 15 jm Na, HPO, 
16 |) Je 59 cem 5,0 Je 50 cem Spur 
17 10%ige 2,0 m/4 
is} oL sung 1,0 Na,HPO, : 


1 In Vergleichsversuchen ohne Zugabe von Mg,(PO,). war zu keiner 
Zeit Brenztraubenséure nachweisbar. 
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Tabelle III. 
Versuche mit Zugabe von MgO. 








Ansiitze Brenztraubensaure Pu 
Nr. Frische 7 
Eee 3inner-Hefe — nach nach zu nach 
Glucose Sinner-Hete Zusatz 18 Std 24 Std Beginn 18 Std 
g 
1 jJe 109 cem 5.0 +44 5 ++ 8,2 6.0 
2 10° ige 2.5 +4 4 > 84 6.0 
3 | Losung 1.5 Je 0125 ¢ at + > 8,4 6.6 
4 \Je 100 ecm 5,0 MgQ +4 4+ +4 > 84 7,0 
5 5% ige 2,5 + > 84 7.0 
6 Losung 1,5 ' spot 9,1* 6.8 
7 \Je 100 ecm 5,0 4. + . > 8.4 7.4 
8 10 %ige 2.5 ~~ 84 7.3 
9 | Lésung 1,5 Je 0.25 ¢ Spur Spur ~ 5.4 7.3 
10 jJe 100 cem 5,0 MgO + + + ~S4 7,5 
11 5 °ige 2.5 } ~84 7,2 
12 Lésung 1.5 Spur Spur > 8.4 7.3 
13 |Je 100 ecm 5,0 Spur 
14 10°, ige 2.0 Spur 
15 Losung 1,0 Je 05¢ 
16 |Je 109 com 5,0 Mg) oa 
17 5 %ige 2.0 Spur 
18 Losung 1,0 





* Elektrometrisch bestimmt, sonst kolorimetrisch 


Aus den Tabellen geht hervor, daB die Menge der erhaltlichen 
Brenztraubenséure von der Quantitat der Zusaétze und, wie aus Tabelle | 
ersichtlich ist, auch von der Lange der Versuchszeiten abhangt, ahnlich 
wie fiir die wiederholt angegebenen Bedingungen der Methylglyoxal- 
ansammlung. 


Bilanz der Vergirung von Glucose unter Zugabe von Meg, (P0,),. 
Ans‘itze. 

a) 2000 cem 9,25 %ige Glucose-lésung, 

10 g Mg,(PO,)., 

50 ¢ frische Sinner-Hefe. 

Zuckerkonzentration im Ansatz 9,02 %%. 

b) 1000 cem 9,25 %ige Glucose-lésung, 

25 g frische Sinner-Hefe. 
a') 10cem 9,25 °%ige Glucose-lésung, 

0,05 g Mg,(PO,)o, 

0,25 g frische Sinner-Hefe. 
b') 1l0cem 9,25 %ige Glucose-lésung, 

0,25 g frische Sinner-Hefe. 
c) 10 cem Wasser, 

0,25 g frische Sinner-Hefe. 


Von den Ansatzen a!, b! und ec wurden zur Ermittlung des entwickelten 
Kohlendioxyds sofort nach dem Mischen je 4,0 com in EKudiometer gefiillt. 
Alle Versuche wurden bei 37° vorgenommen. Nach 16 Stunden wurden 
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On 


die GasmeBapparate auf Zimmertemperatur abgektihlt und die gebildeten 
Kohlenséiure-mengen festgestellt. 

Von den Versuchsgemischen a) (End-py 5,28) und b) (End-px 3.08) 
wurden je LOOO cem fiir die Analysen von Zucker, Glycerin, Alkohol und 
Acetaldehyd abfiltriert, und 1000 cem vom Ansatz a) wurden durch Zugabe 
von 100 cem 20% iger Trichloressigsiure enteiweiBt. 

In dem Vergleichs-versuch c) war keine Abgabe von Kohlendioxyd zu 
beobachten. In Versuch a'), dessen Zusammensetzung vollkommen dem 
Ansatz a) glich, waren aus 4,0 cem Gargemisch 80,0 ccm (abgelesen bei 21° 
und 747,5 mm) 0,1408 g CO, entstanden. Aus 4,0 cem Ansatz b'), ent- 
sprechend Ansatz b, waren unter gleichen Bedingungen 70,1 cem 0.1234 2 
CO, hervorgegangen. 

Durch Polarisation der klar filtrierten Versuchslésungen wurde fest- 
gestellt, daB die Zuckerkonzentration nach Beendigung der Versuche in 
Ansatz a) 0,08°,, in Ansatz b) 1,60°, betrug. Es waren demnach in An- 
satz a) 9,02 0,08 8.94 g, in Ansatz b) 9,02 1,60 7.42 g Zucker pro 
100 cem zerlegt worden. 

Je 100 cem der filtrierten Fliissigkeit von Ansatz a) und b) wurden 
zur Bestimmung des vorhandenen Athylalkohols und Acetaldehyds bei guter 
Kithlung tiber Calciumcarbonat destilliert. Es wurden je 80 cem Destillat 
aufgefangen und auf 100 ccm aufgefiillt, so daB die Alkohol- und Aldehyd- 
konzentrationen die gleichen waren wie in den Urlésungen. Acetaldehyd 
war nur in Spuren nachweisbar. Der Gehalt an Weingeist belief sich in je 
100 cem Fliissigkeit von Versuch a) auf 3,680 g, von Versuch b) auf 3,255 g. 
Nun entsprechen 3.680 g Alkohol 3,5200 g Kohlendioxyd, und 3,255 g 
C,H,OH sind 3,1134 g CO, aquivalent. Gefunden sind bei Ansatz a) pro 
100 cem 3,5200 g, bei Ansatz b) 3,0850 g CO, (siehe vorher). Aus dem Alkohol- 
und Kohlensiéure-ertrag geht hervor, daB in Ansatz a) 7,20 g, in Ansatz b) 
6.37 @ Zucker (berechnet nach den Alkoholwerten) gemaB der ersten Ver- 
garungsform! umgesetzt sind. Subtrahiert man diese Zuckermengen von 
den in den Versuchslésungen insgesamt verschwundenen Glucose-anteilen 
(siehe vorher), so bleiben fiir Ansatz a) 8.94 — 7,20 1,74 g. fiir Ansatz b) 
7.42 6,37 1,05 g Zucker pro 100 cem oder 12,18 bzw. 7,35 g in 700 cem 
fiir anderweitigen Verbrauch iibrig. 

Je 700 cem der filtrierten Versuchslésungen a) und b) wurden zur 
Ermittelung des gebildeten Glycerins mit Calciumcarbonat im Fauwst- 
Heimschen Verdunstungskasten fast vollkommen eingeengt, mit wasser- 
freiem Natriumsulfat zu einem trockenen mehlartigen Pulver verrieben 
und im Soxhletapparat erschépfend mit wasserfreiem Aceton ausgezogen. 
Darauf wurde das Lésungsmittel vom Extrakt abdestilliert, das zuriick- 
gebliebene Glycerin bei 90° mehrere Stunden getrocknet und dann mit 
Wasser auf 50 ccm aufgefiillt. Je 5,0 cem dieser Lésungen dienten zu 
Glycerin-analysen nach Zeisel. In 700 cem des Versuchs a) waren 3,5420 ¢ 
Glycerin, und in 700 cem Ansatz b) 2,3184 g Glycerin vorhanden. Es waren 


1 Die ausgezeichnete Ubereinstimmung der zusammengehorigen Werte 
fiir Weingeist und Kohlensaure ist natiirlich ein Zufall. Die Superposition 
von Alkohol und Kohlendioxyd aus einer Umsetzung nach der dritten Ver- 
girungsform liefert trotz des anderen Quotienten (1 C,H,OH: 2 CO,) 
innerhalb der analytischen Fehlergrenzen liegende Ausschlége, da die ab- 
soluten Mengen klein sind. 
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demnach in dem mit Magnesiumphosphat-zusatz ausgefiihrten Versuch pro 
700 cem = 3,5420 2.3184 1.2236 g Glycerin mehr gebildet worden als 
im Vergleichsversuch. 

Zu 770 cem der enteiweiBten und klar filtrierten Losung — (entsprechend 
700 cem Ansatz a) wurden 3 g 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin in salzsaurer 
Lésung gefiigt. Der sofort entstehende hellgelbe Niederschlag setzte sich 
alsbald zu Boden. Nach 1!,stiindigem Stehen wurde er abgeschleudert, 
mit n/2 Salzsaure und dann mit Wasser auf der Zentrifuge gewaschen. 
Ausbeute 2,39 g Brenztraubensaéure-2, 4-di-nitrophenylhydrazon, das sich 
in Sodalésung klar léste. Dem isolierten Quantum Di-nitrophenylhydrazon 
entsprechen 0,7848 g Brenztraubensiure. Da dieser Menge der Ketosiure 
0.8205 g Glycerin aquivalent sind, aber 1.2236 g¢ mehr Glycerin zugegen 
waren als im Vergleichsversuch b), so besteht hier keine vollkommene 
Korrelation fiir die beiden Reaktionsprodukte der vierten Vergérungsform. 
Uber eine Erklarung dieser Tatsache s. 8. 448. 

Das Glycerin wurde iiberdies durch Oxydation zu Glycerose identifiziert, 
das Brenztraubensiure-hydrazon durch den Schmelzpunkt 216° und durch 
Analysen. 


4.765 mg Substanz: 7,081 mg CO, und 1,280 mg H,O. 
2,429 ,, s 0,438 com N, (22°, 756mm, 50% KOH). 
CyH,O,N,. Ber.: C = 40,29%, H 3,01%, N = 20,90%; 
gef.: C 40,549), H 3,02%, N 20,76 %. 


Fiir einen in gleicher Weise ausgefiihrten 
Bilanzversuch mit Zugabe von Di-natriumphosphat 


wurden folgende Ansatze gemacht. 


a) 1000 cem 18,5 %ige Glucose-lésung, 
1000) ,, m/8 Na,HPO,-Loésung, 
50 ¢ frische Sinner-Hefe. 
Zuckerkonzentration 9,02 %. 
b) L000 cem 18,5 %ige Glucose-lésung, 
1000)... Wasser, 
50 @ frische Sinner-Hefe. 

a') 5eem 18.5 %ige Glucose-lésung, 
5 ., ms Na,HPO,-Lésung, 
0.25 ¢ frische Sinner-Hefe. 

b!) jcem 18,5 %ige Glucose-lésung, 
5 ,, Wasser, 

0.25 g¢ frische Sinner-Hefe. 

c) 10 cem Wasser, 

0,25 g frische Sinner-Hefe. 


Versuchsdauer 16 Stunden bei 37°. Die Aufarbeitung geschah ebenso 
wie fiir die Bilanz bei Zugabe von Magnesiumphosphat. 

In Ansatz a) (End-py 6.24) waren wahrend der Versuchszeit 
8.95 g, in Versuch b) (End-pq = 3,15) 7,42 g¢ Zucker pro 100 cem = Giir- 
gemisch verbraucht. Normal vergoren (nach der ersten Vergaérungsform) 
waren — bei Berechnung aus dem Alkohol- und Kohlenséure-ertrag in 
Versuch a) 7,14 g und in Versuch b) 6,34 g Zucker pro 100 cem, so daB fiir die 
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andersartige Verarbeitung in Versuch a) 8,95 — 7,14 1,81 g, in Versuch b) 
7,42 6,34 1,08 g Glucose in Betracht kamen. 

Aus 700ccm Ansatz a) wurden 1,68 g Brenztraubensaure-2, 4-di- 
nitrophenylhydrazon isoliert, denen 0,5517 g Brenztraubenséure entsprechen ; 
in der enteiweiBten Versuchslésung b) wurde mit Di-nitrophenylhydrazin 
keine Fallung erhalten. 

Die Glycerin-ausbeute war fiir 700 cem a) 3,7352 g, fiir 700 cem b) 
2,5760 g. Die Mehrbildung dieses Reduktionsproduktes in dem Versuch 
mit Zusatz von Di-natriumphosphat betrug demnach 3,7352 — 2,5760 

1,1592 g Glycerin. Hier ist also etwa doppelt soviel Glycerin gefunden 
worden, als der isolierten Brenztraubenséure aquivalent ist. (Vgl. hierzu 
S. 446 u. 447.) 

Der Schmelzpunkt des Brenztraubenséure - di - nitrophenylhydrazons 
war nach Umkristallisation aus Essigester 216°. 

4,677 mg Substanz: 6,943 mg CO, und 1,260 mg H,O. 

2.379 ,, a 0,435 cem N, (21°, 756mm, 50° KOH). 

CyH,O,N,. Ber.: C = 40,29%, H = 3,01%, N = 20,90%; 
gef.: C = 40,50%, H = 3,02%, N = 21,12%. 


Zusammenfassung. 


Wie friiher gezeigt ist, kann man mit dem Magnesiumsalz der 
am-Fructose-di-phosphorsaure als Substrat 100°, der Theorie an 
Glycerin und Brenztraubensiure auf dem Géarungswege gewinnen. 
Man erhalt in allerdings geringerer Ausbeute diese beiden Stoffe auch 
aus nicht phosphoryliertem Zucker, wenn man 10 “,ige Glucose-lésungen 
unter Zugabe von 1,5 bis 5°, des Fliissigkeitsgewichtes an frischer 
PreBhefe und 0,125 bis 0,75°,, Magnesiumphosphat vergaren laBt. 

An Stelle des Magnesium-phosphats kann Di-natriumphosphat 
angewendet werden. 

DaB die Lonen des zugefiigten Phosphats keine Rolle spielen, 
ergibt sich daraus, daB Magnesiumoxyd im Prinzip ebenso wirkt 
Die Magnesium-ionen sind nicht ausschlaggebend, wie daraus folgt, 
daB derselbe Effekt mit Di-natriumphosphat erzielt wird. 

Infolge Behinderung der Carboxylase entgeht etwas Brenztrauben- 
siure dem Abbau. 

Die ausgleichende Leistung fiir diese Schonung der Oxydations- 
stufe ist die Erzeugung von Glycerin. Wenn keine (oder nur einzelne) 
Zellen ausgebildet werden, was fiir Hefensaft oder Hefesuspensionen 
in antiseptischen Mitteln zutrifft, so besteht Aquivalenz zwischen 
Glycerin und Brenztraubenséiure. Die Relation ist gestért, wenn sich 
mit lebenden Zellen ein Erhaltungs- sowie Anwuchsstoffwechsel voll- 
zieht. 
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Studien an Tabak-enzymen. 


Von 
Carl Neuberg und Maria Kobel. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem. ) 


In dem organischen Trockenmaterial des Tabaks iiberwiegen die 
Koérper der Kohlenhydrat-reihe. Deshalb ist in einer Anzahl friiherer 
Arbeiten! des hiesigen Instituts das Hauptaugenmerk auf die Wand- 
lungen von Substanzen dieser Gruppe gerichtet. Sie sind sicherlich nicht 
allein von Bedeutung fiir die Reifungsvorginge, die zur Erzielung des 
genuBfahigen Produkts fiihren, aber sie sind insofern von Belang, 
als die letzten Verinderungen der Kohlenhydrate auf Basis der Des- 
molyse vollzogen werden, und diese weicht ihrem Wesen nach sehr von 
den Erscheinungen der Hydrolysen ab, denen die hochmolekularen 
Naturstoffe unterliegen. Wie wir gezeigt haben, sind als typische 
Erzeugnisse des desmolytischen Kohlenhydratabbaus Methylglyoxal 
und Acetaldehyd unter den Umwandlungsprodukten des Tabak- 
materials nachweisbar, die von den Enzymen aus zelleigenen oder 
zugefiigten Kohlenhydraten erzeugt werden. Von den gleichfalls an 
einem Kohlenbydirat, am Pectin, sich, abspielenden Vorgingyn ist die 
durch Methoxyl-abspaltung gekennzeichnete Verseifung als Wirkung der 
Pectase besonders charakteristisch, da sie je nach der Vorbehand- 
lung, nach Art der Fermentation der Tabaksorten, in verschiedenem 
AusmaBe vor sich geht. 

Das fortgesetzte Studium der Tabak-enzyme ist deshalb not wendig. 
weil uns noch immer die klare Einsicht fehlt, welchen Anteil die drei 


Hauptfaktoren — rein chemische Umsetzungen, enzymatische Prozesse 
und Interventionen von Bakterien — an der Umwandlung des dach- 


reifen Gutes in das rauchfahige Produkt nehmep. 
Die ganze Frage ist nun durch eine technische Neuerung in ein 
anderes Stadium getreten. Schon unsere Untersuchungen an Zigaretten- 


1 C. Neuberg u. M. Kobel, Naturw. 14, 1182, 1926; diese Zeitschr. 17%. 
459, 1926; 190, 232, 1927; C. Neuberg u. B. Ottenstein. ehbendaselbst 197, 
491, 1928; Th. Andreadis, ebendaselbst 211, 378, 1929: M. Kobel u 
M. Scheuer, ebendaselbst 216. 216, 1929. 
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tabaken hatten uns Anzeichen dafiir ergeben, daB bestimmte Sorten, 
wie beispielsweise die chinesischen Wongkong-tabake, kaum eine eigent- 
liche Fermentation durchgemacht haben. Es scheinen einfach durch 
schnelle Austrocknung konservierte Tabakblatter vorzuliegen, bei 
deren Gewinnung wahrscheinlich durch rasche Ausdérrung an der 
Sonne die hellgelbe Farbe erzielt, d. h. eine weitgehende Umwandlung 
der vorhandenen Blattsubstanzen in braune Pigmente vermieden wird. 
Kine derartige, die Farbe schonende Zubereitung der Tabakblitter ist 
stark von klimatischen Faktoren des Standortes abhingig. Man ist 
deshalb zu Versuchen tibergegangen, kiinstlich Bedingungen zu schaffen, 
die das dachtrockene Tabakgut schnell zu verarbeiten gestatten und 
dabei die Méglichkeit bieten, das im dachtrockenen Blatt noch mehr 
oder minder unangegriffen gebliebene Chlorophyll sowie vorhandene 
Chromophore so zu verindern, daB nur helle Pigmente hervortreten. 


Diese technische Prozedur besteht darin, daB der dachtrockene 
Tabak in einem mit Abzugs6ffnungen versehenen langgestreckten 
Kasten einer schnell verlaufenden starken Wasserentziehung durch 
heiBe Luft unterworfen wird. Dies wird dadurch erreicht, daB der Tabak 
auf laufendem Bande in Zonen immer stirkerer Wairmegrade gebracht 
wird, deren héchste etwa 100° betragen, um dann wieder allmahlich 
abgekiihlt zu werden. Dab die letzte Temperierung unter Anfeuch- 
tung geschieht, um die in den heiben Zonen eingetretene Sprédigkeit 
wieder aufzuheben, kann hier auBer Betracht bleiben. Die ganze Mab- 
nahme, von der ein einzelnes Tabakblatt nach dem Eintritt bis zum 
Austritt aus dem Apparat betroffen wird, dauert etwa 60 Minuten. 

Bei dieser Behandlung wird ein Tabak von lichter Farbung erzielt. 
Der Nikotin-gehalt scheint nicht wesentlich geaindert zu werden, und 
die Wandlungen der stickstoffhaltigen Substanz scheinen nicht die zu 
iibertreffen, die bei der Dachtrocknung bereits vollzogen sind. Wohl 
entweichen fliichtige Produkte von brenzlichem Geruch und beibendem 
Geschmack ; tiber ihre Natur kann aber bisher nichts ausgesagt werden. 


Besonders interessant ist das Verhalten der einzelnen auf die 
Kohlenhydrate eingestellten Fermente. Trotz der Erhitzung auf 100° 


bleiben sie erhalten, und ihre Wirksamkeit ist — soweit die bisherigen 
Messungen reichen —- kaum gegeniiber dem in den Apparat eingefiihrten 
dachtrockenen Enzym- material abgeschwacht. DaB Enzyme eine 


hohe Temperatur aushalten, wenn sie im trockenen Zustande erwarmt 
werden, ist seit 2. Salkowskis 1877 beschriebenen Versuchen bekannt 
und nachmals 6fter beobachtet?. 


' Literatur s. bei C. Oppenheimer u. R. Kuhn, Die Fermente, 5. Aufl., 
1925, S. 60. 
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Jedenfalls verlieren die Tabak-enzyme durch die schnelle Wasser- 
/ entziehung in der maschinellen Trocknungsanlage ihre Aktivitait nicht. 
| Gepriift haben wir die Amylase, Invertase, Phosphatase, Pectase, Glyko- 
lase und Ketonaldehydmutase. 

Nicht nur diese an den Kohlenhydraten oder ihren Abkémm- 
lingen ansetzenden Fermente bleiben bei dem Verfahren erhalten, 
sondern auch Substrate aus der Kohlenhydratreihe; namentlich das 
hauptsachlich im Tabakblatt noch vorhandene Kohlenhydrat Pectin 
scheint selber keine starken Veranderungen zu erfahren. Dies wird 
daraus gefolgert, daB der Gehalt an Methylalkohol und an Furfurol 
sowie an Kohlendioxyd liefernden Gruppen nach den vorliufigen Er- 
fahrungen nicht erheblich vermindert ist. 

Ersichtlich schlieBt diese neue Art der Tabak-aufarbeitung, die 
Substrate wie Enzyme der Blatter ohne wesentliche Beeintrachtigung 
iiberdauern, nicht aus, da’ noch eine Fermentation eintreten kann. 
Sie wird jedoch in praxi nicht besonders eingeleitet und findet frei- 
willig nur in einem geringen Umfange statt. Wenn die erwalinte Art 
der maschinellen Trocknung ein in seiner Genubfaihigkeit nicht ge- 
schidigtes Tabak-erzeugnis liefert, so wiirde sich die auBerordentlich 
bedeutungsvolle Folgerung ergeben, daB eine eigentliche Fermentation 
im Prinzip tberhaupt iiberfliissig ist und daB man lichte Tabak- 
produkte unabhaingig von den jeweiligen klimatischen Verhaltnissen 


: erzielen kann. 

i 

j 

4 

; I. Amylase und Invertase. 

j Zur Priifung des dachreifen und des auBerdem in der Maschine 
‘ getrockneten Tabaks auf den Gehalt an Amylase wurden folgende Ver- 
suche angestellt. 

i Ansdtze. 


1. 100 cem 2°, ige Starke-lésung, 
100 ., Wasser, 
6g dachreifer Tabak, 
4cem Toluol. 
2. 100 cem Wasser mit 
6g dachreifem Tabak | Stunde im siedenden Wasserbad erhitzt. 
100 cem 2° ige Starke-lésung, 
4 ., Toluol. 
3. 200 cem Wasser, 
6g dachreifer Tabak. 
4cem Toluol. 


4. 100 cem 2° ige Starke-lésung, 

100 ,, Wasser, 
6g in der Maschine getrockneter Tabak, 
4cem Toluol. 







































— 
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5. 100 cem Wasser mit 
6 g in der Maschine getrocknetem Tabak i Stunde im siedenden 
Wasserbad erhitzt, 
100 cem 2 %ige Starke-lésung, 
4 ,, Toluol. 
6. 200 com Wasser, 
6g in der Maschine getrockneter Tabak, 
4eem Toluol. 


Die Versuchsgemische wurden bei 37° aufbewahrt und O6fters  ge- 
schiittelt. Zu Beginn und den in Tabelle I verzeichneten Zeiten wurden 
Proben von je 20,0 ccm abpipettiert und filtriert. Die Filtrate wurden 
qualitativ auf noch vorhandene Starke mittels der Jod-reaktion gepriift; 
das Keduktionsvermégen wurde nach Klaérung der Lésungen durch kolloi- 
dales Ferrihydroxyd quantitativ mit Fehlingscher Lésung ermittelt. Die 
Jod-Stiirke-reaktion war in den mit Starke-zugabe vorgenommenen Versuchen 
1, 2, 4 und 5 anfangs kraftig, bei den Vergleichsansatzen 3 und 6 negativ. 
da in den getrockneten Blattern selber keine Starke vorhanden war. 

Nach 21 Stunden zeigten die Versuchslésungen | und 4 keine Blau- 
farbung mehr mit Jod, wahrend in den Ansaétzen 2 und 5 mit gekochtem 
Ferment die Jod-reaktion wahrend der ganzen Versuchsdauer gleich kraftig 
ausfiel. Das Reduktionsvermégen, das zu den verschiedenen Zeiten gefunden 
wurde, ist — ausgedriickt in Prozenten Glucose — aus Tabelle I zu ersehen. 


Tabelle I. 


Reduktionsvermégen, ausgedriickt in Prozenten Glucose. 





Zeit 1 2 3 4 5 6 
ee 0,068 | 0,064 0,044 0,072 0.070 0,055 
Nach 21 Std. . .... 0,310 0,068 0,076 0,290 0,064 0,072 

NT Tit on Koo. ee 0,581 0,068 0,112 0,568 0,072 0,108 
eee es ee es 0,708 | 0,064 0120 0,692 9 0,060 0,124 
» 2o7 , ..... } 0,741 | 0,063 | 0,184 | 0,728 | 0,068 | 0,120 


Die Tabelle lehrt. daB die Spaltung der Starke durch das Ferment 
des Tabaks in beiden Proben gleich war, aber wahrend der Versuchszeit 
nicht zu Ende ging. (Die kleine Zunahme des Reduktionsvermégens in 
den Kontrollansitzen 3 und 6 beruht auf autolytischer Entstehung von 
etwas reduzierender Substanz aus dem Tabakmaterial. Das Gleiche gilt 
fiir die Ansaitze 3 und 6 der Tabelle I] auf S. 459.) 


Die Untersuchungen des Gehalts beider Tabake an Invertase ge- 
schahen in folgenden Versuchen. 


Ansdtze. 


1. 100 cem 20% ige Rohrzucker-lésung, 
100 ,, Wasser, 
6g dachreifer Tabak, 
4ecem Toluol. 
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2. 100 cem Wasser mit 
6¢ dachreifem Tabak | Stunde im siedenden Wasserbad erhitzt, 
100 cem 20° cige Rohrzucker-lésung, 
4 ., Toluol. 


3. 200 cem Wasser, 
6g dachreifer Tabak, 
4ecem Toluol. 


4. 100 cem 20° ige Rohrzucker-losung, 
100 ., Wasser, 
6g in der Maschine getrockneter Tabak, 
4eccm Toluol. 


5. 100 cem Wasser mit 
6g in der Maschine getrocknetem Tabak | Stunde im siedenden 
Wasserbad erhitzt, 
100 cem 20°, ige Rohrzucker-lésung, 
4 ,, Toluol. 


6. 200 cem Wasser, 
6g in der Maschine getrockneter Tabak, 
4cem Toluol. 


Die Versuchsgemische wurden unter 6fterem Umschiitteln bei 37° 
aufbewahrt. Zu Beginn und den in der Tabelle Il angegebenen Zeiten 
wurden je 20,0 cem der Versuchslésungen abfiltriert. 10,0 cem des Filtrats 
wurden mit 0,5 cem Bleiacetat geklart und mit Wasser auf 20,0 cem auf- 
gefiillt. Sodann wurde filtriert, und in den entbleiten Fliissigkeiten, deren 
Zucker-konzentration halb so groB war wie die der Urlésungen, wurden 
Reduktions-bestimmungen vorgenommen (s. Tabelle IT). 


Tabelle 11. 


° eo . » oe s 
Reduktionsvermégen der Versuchslésungen, ausgedriickt in Prozenten 
Invertzucker. 





Zeit 1 2 3 4 ) 6 
re 0144 0,104 0,052 0144 0,116 0.065 
peme meme. .....: 4.42 0.144 - 4.34 0,136 

o ae: « eee 6.89 0,132 0,092 6.66 0.140 0,068 
— Nites eee 9,56 0,136 0,124 9.78 0,112 0,102 
sy L sedtegy 10.60 0,132 0,123 | 10,02 0.136 0,124 
257 «.. ea crie eakT Si 10,50 0,134 0,139 =10,20 0,133 0,128 


Es hat also eine weitgehende Aufspaltung des Rohrzuckers statt- 
gefunden, sie war praktisch nach 100 Stunden beendet. 


Die Hydrolyse von Starke wie auch von Saccharose wurde ebenfalls 
durch Extrakte des dachreifen und des in der Maschine weiter qe- 
trockneten Tabaks erzielt. 
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Die Ausziige, in denen die Enzyme gelést waren, wurden bereitet, 
indem je 30g feingemahlenen Tabaks mit 200 cem Wasser unter Zugabe 
von 10 ccm Toluol 24 Stunden bei Zimmertemperatur stehenblieben; darauf 
wurde der fliissige Anteil von dem Riickstande durch Zentrifugieren ge- 
trennt. Dann wurden folgende Versuche angestellt. 


Amylase-ansdtze. 
1. 75cem 1% ige Starke-lésung, 
15 ,, Extrakt von dachreifem Tabak, 
1 ,, Toluol. 
75.cem Wasser, 
15 ,, Extrakt von dachreifem Tabak, 
1 ., Toluol. 


3. 75 cem 1 °jige Starke-lésung, 
15 ,, Extrakt von in der Maschine getrocknetem Tabak, 
1 ,, Toluol. 
4. 75 cem Wasser, 
15 ,, Extrakt von in der Maschine getrocknetem Tabak, 
1 ,, Toluol. 


te 


Temperatur 37°. 


Der Ausfall der Jod-Starke-reaktion dieser Fliissigkeiten zu verschie- 
denen Zeiten ist aus Tabelle II] ersichtlich. 


Tabelle III. 


Reaktion der Lésungen mit zugesetztem Jod. 





Zeit 1 3 3 4 
Zu Beginn ...... ta+ _— coms = 
Nach 4 Stunden... . bat — 4 _ 
g GS: a a a, + ~ { 
» 2 Tagen : + . : - 


” 


Invertase-ansdtze. 


1. 75 cem 10° ige Rohrzucker-lésung, 
15 ., Extrakt von dachreifem Tabak, 
lL » ‘Soamei. 
5cem Wasser, 
5 ., Extrakt von dachreifem Tabak, 
1 ,, Toluol. 
3. 75 cem 10°,ige Rohrzucker-lésung, 
15 ., Extrakt von in der Maschine getrocknetem Tabak, 
1 ,, Toluol. 
75 ecem Wasser, 
15... Extrakt von in der Maschine getrocknetem Tabak, 
1 ,. Toluol. 


Temperatur 37°. 


pk 
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Zu Beginn und den in Tabelle [V vermerkten Zeiten wurden je 10,0 cem 
entnommen, mit 0.5 ecm Bleiacetat-l6sung versetzt, mit Wasser auf 20.0 ecm 
aufgefullt und filtriert. Die Drehungen dieser auf die Halfte verdiinnten 
Versuchs-lésungen im 2-dem-Rohr sind in Tabelle 1V angegeben. 


Tabelle IV. 


Drehung der auf die Halfte verdiinnten Versuchslésungen im 2-dem-Rohr, 








Zeit 

1 2 3 4 
ge Geeme ....-. + 548 + 0,05 + + 0,08 
Nach 4Stunden ... + 5,33 + 0,07 + 5,3! 0,10 
Te Se + 4,14 + 0,08 + + 0,09 
a ) ll ee + 2.81 - 0.05 + 2.70 + 0,08 
. » oe + 0,45 + 0,05 + 0,53 + 0,08 
| pete ie 0,92 + 0,06 — 1,10 + 0,10 
SS co Rte — 1,59 + 0,06 — 1,54 + 0,98 
 =— ely 1,66 + 0,06 — 1,53 + 0,10 


II. Phosphatase, Glykolase, Ketonaldehydmutase. 

Fructose-di-phosphorsaure wurde sowohl durch Einwirkung des 
maschinell behandelten als des unter Dach getrockneten Tabaks 
hydrolysiert und lieferte als Spaltungsprodukt des Zuckers (Glykolase- 
wirkung) Methylglyoxal (s.Versuche 1 bis 8, Tabellen Va und Vb) Die 
Verarbeitung zugesetzten Methylglyoxals durch’ dachtrockenen wie 
in der Maschine behandelten Tabak, die wohl auf eine Ketonaldehyd- 
mutase-wirkung zuriickzufiihren ist, zeigen die Versuche 9 bis 12 der 
gleichen Tabellen. 


Tabelle Va. 
Bildung und Verbrauch von Methylglyoxal durch dachreifen Tabak. 





HH] 
| 


Ansitze Methylglvoxal 
Nr. | Dachreifer Pe . : 
Substrat Tabak roluol Nach 1 Tag Nach Nach 
| * 2 Tagen 3 Tagen 
| “4 eem 
1 Je 39eem 5%ige 0,2 Spur Spur Spur 
2 | Magnesium- 0,i Spur t t 
3 | hexose-di- 0.5 + 2 | 
4 phosphatlosung 1,0 +4 4 
i) Je 30cem2,5% ige 0,2 Spur Spur Spur 
6 | Magnesium- 0.3 le O5 Spur Spur Spur 
7 | hexose-di- 05 , ” -/ ‘4 4 
8 phosphatlosung 1,0 ~~ dev 4 
9 Je 30 cem 0.2 kasha | poche aie dy: [diab af 
10 | 0,04 %ige 0,3 See eee oe 1-4 
11 | Methylglyoxal- 0.5 bide doeks | he ek -_ 
12 losung * 1,0 ee ae tae ee ee | . 





* Zugesetztes Methylglyoxal verschwand nicht vollstandig; seine Menge nahm aber, 
besonders bei Einwirkung von viel Fermentmaterial, erheblich ab. Das gleiche gilt fiir die Ver- 
suche der Tabelle Vb. 
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Tabelle Vb. 


Bildung und Verbr:uch von Methylglyoxal durch in der Maschine be- 
handelten Tabak. 





Ansiitze Methylglyoxal 

- Versuche Nach 1 Tag 9 —. 3 — 
1 Spur + Spur 
2 Die Zusammen- Spur + + 
3 setzung der Ansitze il a 2 4, 
4 war die gleiche wie + eT Tt 
5 die der Versuche Spur Spur Spur 
6 1 bis 12 von Tab. Va, Spur | Spur 
7 nur wurde statt : + 

8 dachreifem Tabak in +. 4 + .+4 

9 der Maschine weiter oar ae rae ar ee ar 
10 getrockneter Tabak ee ae Se “ee Re 
11 verwendet ae ee ae ae ieee " 
12 +++ $- of of of 1. 





Aus Versuchsgemischen, in denen 500 ccm = 2,5 %ige Magnesium. 
hexose-di-phosphat-lésung und 5 ccm Toluol a) mit 8 g dachreifem Tabak, 
b) mit 8g in der Maschine behandeltem Tabak 3 Tage bei 37° digeriert 
worden waren, wurden nach EnteiweiBung mit Trichloressigsiure das eine 
Mal 0,95 g und das andere Mal 0,93 g Methylglyoxal-bis-2, 4-di-nitrophenyl- 
hydrazon erhalten, das nach Umkristallisation aus Pyridin und aus Nitro- 
benzol den richtigen Schmelzpunkt 297° aufwies'. 


III. Pectase. 
Die Priifung auf Anwesenheit des Enzyms Pectase geschah in 
denselben Extrakten, die fiir die Versuche S. 460 benutzt wurden. 


1 ecem 0,5 %ige Lésung von Citronen-pectin wurde durch 1 cem Extrakt 
des dachreifen Tabaks in 60 Sekunden, durch | eem Extrakt des in der 
Maschine getrockneten Materials in 48 Sekunden koaguliert. Durch die 
Maschinen-trocknung hatte also scheinbar eine Verstarkung des Pectase- 
effekts stattgefunden. 

Analytische Duten. 


Der dachreife Tabak enthielt 4,4359% Ca, der in der Maschine be- 
handelte 4,701 % Ca, berechnet auf exsikkator-trockene Substanz. Daraus 
kénnte man folgern, daB der Tabak bei der Passage durch die Maschine 


, 


einen Substanzverlust von rund 8% erlitten hat. 

Furfurol wurde nach Tollens?, das aus Uronséuren stammende Kohlen- 
dioxyd nach Lefévre und Tollens* unter Beriicksichtigung der von Ehrlich 
und Schubert* empfohlenen Verbesserung. sowie namentlich unter Aus- 


1 Vgl. hierzu M. Kobel u. M. Scheuer (a. a. O.), die auch die Substanz 
analysiert haben. 

2 Uber die Ausfiihrung siehe bei C. Neuberg, Der Harn, 8. 378. 

3 K. U. Lefévre u. B. Tollens, B. 40, 4517, 1907. 

4 F. Ehrlich u. F. Schubert, B. 62. 2023, 1929. 
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schluB des .,Carbonat-Fehlers** nach Andreadis! der Pectin Methylalkohol 
nach v. Fellenberg? und das Nikotin nach Bodnar, Straub und Nagy*® (unter 
Verhiitung von Verdunstungsfehlern) * bestimmt. 

Die erhaltenen Werte, bezogen auf Trockensubstanz und auf Calcium 
als konstant bleibendes Mineral, sind in Tabelle VI zusammengestellt. 


Tabelle Vi. 





°') ber. auf Trockensubstanz °', bezogen auf den Calciumgehalt 
-_ in in in 
ae ese ae maschinen- lea claiaa maschinen- 
ons — getrocknetem “ ifem getrocknetem 
—_— Tabak — Tabak 
Furfurol .. . 6,01 5,70 135.5 121,3 
(Og (aus Uron- 
siuren) ... 3,50 3,38 78.9 71,9 
CH,OH (aus 
Pectin) . . . 0,697 0,722 15,7 15.4 
Nikotin .... 0.907 0,968 20.5 20.6 
1 


Th. Andreadis, diese Zeitschr. 211, 378, 192 

Th. v. Fellenberg, ebendaselbst 85, 69, 1918. 

3 J. Bodnar, J. Straub u. V. L. Nagy, ebendaselbst 195, 103, 1928. 
4 Vogl. diese Zeitschr. 227, 452, 1930. 








Uber ein Modell fiir die Pectase. 


(Vorlaufiger Bericht.) 


Von 
Carl Neuberg und Clara Ostendorf. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem). 


Versuche an Tabak waren Veranlassung zu einer naheren Be- 
schaftigung mit der Pectase; es hatte sich néimlich gezeigt, daB ver- 
schieden verarbeitete Tabakpraparate einen von einander gesetzmaBig 
abweichenden Gehalt an esterférmig gebundenem Methoxy] aufweisen 
und daB diese Differenzen auf eine ungleich starke Zerlegung des Tabak- 
pectins durch die Tabak-pectase zuriickzufiihren sind. Obwohl die 
Pectase wegen der sichtbaren Wirkung, die sie in vielen Fallen zu 
entfalten vermag, namlich der Gelierung von Pectinlésungen, zu den am 
langsten bekannten Enzymen zahlt, ist der Ferment-charakter dieses 
Vorgangs bis in die jiingste Zeit hinein als zweifelhaft betrachtet?. 
v. Fellenberg® hat nun gezeigt, daB Pectin der Methyl-ester einer hoch- 
molekularen mehrbasischen Saure ist, und er tat zugleich dar, dab 
der Pectase-effekt in einer enzymatischen Hydrolyse besteht, bei der 
Methylalkohol in Freiheit gesetzt wird. Die Gelierung beruht nach 
seinen Befunden auf der Ausfallung von unléslichen Erdalkalisalzen einer 
bei der Verseifung von Pectin entstehenden Pectinsaéure; die’ von ihm 
so bezeichnete Saiure ist wohl (diese Zeitschr. 85, 128) im wesent- 
lichen identisch mit der von Fhrlich® unter den Spaltungsprodukten 
des Pectins entdeckten Tetragalakturonséure. Die Wirkung der Pectase 
stellt sich somit folgendermaBen dar: Unter dem EinfluB des hydro- 
lysierenden Enzyms zerfallt ein Methyl-ester, vermutlich ein saurer 
Methyl-ester einer komplexen mehrbasischen Kohlenhydratsaure, deren 


' Lit. s. GC. Oppenheimer u. R. Kuhn, Lehrb. d. Enzyme, 1927, 8. 341. 

2 Lit. s. Th. v. Fellenberg, Mitt. aus d. Geb. d. Lebensmittelunters. u. 
Hygiene (Schweizer Gesundheitsamt) 5, 172 u. 225, 1914; diese Zeitschr. 
85, 59 u. 118, 1917. 

3 Lit. s. F. Ehrlich, Cellulosechemie 11, 140. 1930. 
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Carboxyl-rest durch Erdalkalien zu einem léslichen Salz abgesattigt 
ist. Nach Abspaltung des Methoxyls scheidet sich die (in nicht einfacher 
Reaktion) gebildete Tetragalakturonsaéure (Pectinséure) als Erdalkali- 
salz gelatinés aus (Goyaud). Dieser letztgenannte Vorgang wird durch 
Zusatz von léslichen Erdalkalisalzen zu dem Gemisch begiinstigt, sofern 
die im System vorhandenen Mengen von Calcium- oder Magnesium- 
ionen nicht geniigen, um das Salz der ent-methylierten Saure zur 
gallertartigen Ausfallung zu bringen. 

Nicht nur zur Vertiefung unserer Kenntnis vom Wesen der Tabak- 
fermentation, sondern auch allgemeiner zum Studium der Pectase ist 
die modellmaBige Benutzbarkeit eines Substrats wiinschenswert, das 
konstant zusammengesetzt und eindeutiger definiert ist als die in der 
Natur vorkommenden, aber nach Ehrlichs diesbeziiglichen Erfahrungen 
(a.a. QO.) offenbar in ihren Ejigenschaften und in ihrer Zusammen- 
setzung schwankenden Pectine. 

Die gewiinschten Qualitaten weist nun eine leicht zugingliche! 
Verbindung auf, die in sich das Merkmal einer den Kohlenhydraten 
nahestehenden Substanz mit dem Typus einer Ester-oxy-siure ver- 
einigt, deren Erdalkalisalze wasserliéslich sind, wahrend die daraus 
durch Ent-methylierung entstehende Oxy-di-carbonsiéiure schwer lés- 
liche Erdalkalisalze liefert. Es ist dies das Calciumsalz der Methyl- 
d-weinsdure : 


Ca (COO .CHOH .CHOH .COO. CH,),. 


Wie wir gefunden haben, wird dieser Stoff durch Tabak-pectase 
unter Abgabe von Methylalkohol zerlegt, und gleichzeitig scheidet sich 
das dann entstehende wenig lésliche Calcium-tartrat ab, das anfangs 
flockig, spiter kristallin ist. 

Die Tabak-pectase kann in fester Form nach dem von Bertrand 
und Mallévre® fiir Verarbeitung von Luzerne empfohlenen Verfahren 
bereitet werden. Eine konzentrierte Lésung des monatelang bestandigen 
Pulvers' wird zunacist mit Chlorcaleium\ oder Calciumacetat versetzt 
und so lange im Brutschrank (37°) belassen, als noch Flockungen auf- 
treten. Die filtrierte und fiir sich bei weiterer Aufbewahrung dann 
klarbleibende Fliissigkeit wird mit methyl-weinsaurem Calcium bis 
zu einem Gehalt von 10°, versetzt, wobei man einen Natriumacetat- 
Essigséure-Puffer zufiigen und ein px von 5,6 herstellen kann. Nach 
2 tagiger Digestion (bei 37°) erfiillen sich ein obiges Gemisch nebst 
1°, Toluol enthaltende Flaschen mit einem allmahlich dichter werdenden 


1 W. Marckwald u. L. Karczay, B. 42, 1518, 1909. 
2 G. Bertrand u. A. Mallévre, C. r. 121, 728, 1895; vergl. auch A. Mehlitz, 
diese Zeitschr. 221, 217. 1930. 
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Niederschlag von neutralem Calcium-tartrat. Gleichzeitig wird Methyl- 

alkohol frei: 

Ca (COO. CHOH. CHOH . COOCH,), + 2 H,O + Ca (OOC. CH,), 
2Ca (COO.CHOH .CHOH . COO) + 2CH,.OH+ 2HOOC.CH,. 


Eine ebenso konzentrierte Lésung von methyl-weinsaurem Calcium 
in Wasser ist fiir sich und auch bei Herstellung eines py von 5,6 (mittels 
Acetat-Puffer) wahrend der Versuchszeit bestandig. 

Die eintretende Erscheinung offenbart sich demnach als enzyma- 
tische Hydrolyse! des Erdalkalisalzes einer Ester-oxy-siure. Sie ist 
den Erscheinungen vergleichbar, die bei fermentativer Spaltung von 
léslichen Erdalkalisalzen der Zucker-phosphorséure-ester vielfach fest- 
gestellt worden sind. Hier liegen Verbindungen vor, deren alkoholische 
Komponenten die OH-Gruppen von Glycerin oder Zucker sind, wihrend 
die Saéure eine zur Bildung von unléslichen Salzen befahigte Substanz, 
die Phosphorsaure, ist. Auch hierbei werden, ganz ahnlich den Vor- 
giingen bei der Pectase-einwirkung, die Erdalkalisalze typisch gelatinés 
abgeschieden?, wie lange bekannt ist. 

Die Aufassung der Pectase als eines ester-spaltenden Enzyms, 
die durch v. Fellenberg begriindet wurde, ist nach neuen Versuchen 
Willamans* von v. Euler® dahin prazisiert, daB es sich um eine Lipase 
handelt ; denn Willaman konnte mit dem ausgesprochenen fett- 
spaltenden Ferment des Ricinussamens Koagulation von Pectinlésung 
erzielen. Eigene Versuche haben nun gelehrt, daB aus methyl-wein- 
saurem Calcium beispielsweise mit Takadiastase und auch anderen 
Pectasen Methylalkohol abgespalten wird; darin offenbart sich ebenfalls 
eine Analogie dieses Substrats zu Pectin. Die groBen Variations- 
méglichkeiten, einmal am veresterten Alkohol, andererseits an der 
veresternden Saure, von denen beliebige Homologe und Stereoisomere 
verwendet werden kénnen, eréffnet fiir das nach dieser Richtung zu 
betreibende Studium der Pectase neue Aussichten. 


1 Die Tabak-pectase erwies sich selbst nach der Einwirkung auf das 
Calcium-methyl-tartrat noch gegen Citronen-pectin als wirk:am, wenn 
gleich sie auch durch die verschiedenen Operationen abgeschwacht war. 
Gekochtes Enzym verinderte beide Substrate nicht. 

* Lit. s. diese Zeitschr. 229, 447, 1930. 

’ Lit. s. H. v. Euler, Chemie der Enzyme 3. Aufl. IT. 1, 8. 457, 1928. 
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Zur Theorie der Hydrotropie. 


Von 
Carl Neuberg und Fritz Weinmann. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Die physiologische Bedeutung der Hydrotropie ist in den letzten 
Jahren mehrfach gewiirdigt, z. B. von F. Verzdr und seiner Schule, 
von R&. Stern und anderen. 

An einem sehr grofen Beobachtungsmaterial war im Jahre 1916 
festgestellt worden!, dai zahlreiche Salze von organischen Sauren die 
Fahigkeit aufweisen, unlésliche Substanzen, vielfach Nichtelektrolyte, 
wasserléslich zu machen. Diese allgemeine Erscheinung war H ydro- 
tropie genannt. Wegen der verschiedenen Natur sowohl der lésenden 
als der gelésten Stoffe war eine einheitliche Erklarungsméglichkeit fiir 
die Hydrotropie von vornherein unwahrscheinlich. Zwei Ansichten 
hatten wir vornehmlich zur Diskussion gestellt':*. Die Phinomene 
kénnen beruhen 


1. auf physikalischen Beeinflussungen, namentlich auf besonderen 
Wirkungen der Oberflichenspannung, 


2. auf chemischen Reaktionen nach Art der Bildung von Additions- 
verbindungen, Komplexvereinigungen, Oxoniumsalzen, Alkoho- 
laten, Molekiilaggregaten héherer Ordnung. u. 4. 

Natiirlich ist auch eine Uberlagerung beider Vorginge médglich. 

‘ Seither sind von anderer Seite Untersuchungen ausgefiihrt, die 
diese Fragen beritihren. Freundlich und Slottman® leiten sachgemab 
aus dem Versuchsmaterial des einen von uns sowie aus eigenen Experi- 
menten den SchluB ab, daB die hydrotropische Kraft der Salze mit 
ihrem unregelmaBigen Bau dermaBen zusammenhinge, daB die hydro- 


1 ©. Neuberg, diese Zeitschr. 76, 107, 1916; R. Tamba, ebendaselbst 
145, 415, 1924. 

2 ©. Neuberg, Uber abnorme Léslichkeiten. Handb. d. prakt. u. 
wissenschaftl. Pharm. von H. Thoms. Berlin, Urban u. Schwarzenberg, 
1924. 


3-H. Freundlich u. G. V.Slottman, diese Zeitschr. 188, LOL, 1927. 
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phile salzbildende Gruppe (Carboxyl-, Sulfosiure-, Schwefelsaure-, 
Phosphorsiure-rest! usw.) zur Wasserseite, der organische Rest, welcher 
als ein aliphatischer, aromatischer oder hydroaromatischer Kohlen- 
wasserstoff erscheint, hydrophob ist und somit die Neigung_ besitzt, 
sich in solchen Solvenzien zu lésen, die kohlenwasserstoffartige Kérper 
aufzunehmen vermégen. Sie driicken im Sinne des Langmuirschen 
Satzes durch diese Deutung bestimmter das selbe aus, was bei Neuberg 
(1. c.) mit den Worten erértert war: ,,daB etwa das benzoesaure Natrium 
hinsichtlich der physikalischen Eigenschaft eines Losungsvermoégens fiir 
wasserunlésliche Substanzen sich verhalte wie ein Benzol, das lediglich 
durch Salzbildung an der Carboxylgruppe in Lésung gebracht sei und 
noch versteckt die Lésungskraft des Benzols aufweise*‘?. 


Da Freundlich und Slottman fiir die Konzentration verschiedener 
Salze, die gleiche LéslichkeitserhGhung hervorrufen, ein ziemlich kon- 
stantes Verhaltnis beobachtet haben, wie es T'’raube fiir die Vorginge an 
Grenzflichen fordert, hielten sie anfangs eine Beziehung zu dieser Ab- 
leitung nicht fiir ausgeschlossen. Sie fanden jedoch den Koeffizienten 
kleiner, als ihn die Theorie verlangt, und gedachten deshalb der Méglich- 
keit, daB ohne innere Beziehung einfach auBere Ahnlichkeiten bestehen. 
DaB keine wahren Zusammenhange obwalten, haben dann Freundlich und 
Kriiger® endgiiltig dargetan. Traube, Schéning und Weber* erachten 
strukturchemische Deutungen fiir weniger wahrscheinlich und wollen 


1 C, Neuberg u. J. Wagner, ebendaselbst 171, 492, 1926; C. Newberg 
u. K. P. Jacobsohn, ebendaselbst 188, 232, 1927; 199, 498, 1928. 

2 Diese einfache Anschauung konnte wegen der Lésungskraft fiir 
Proteine und anorganische Substanzen nur in speziellen Fiillen eine Be- 
rechtigung besitzen. 

3-H. Freundlich u. D. Kriiger, diese Zeitschr. 205, 186, 1929. Die 
Ergebnisse dieser Forscher sprechen zum mindesten gegen eine Allgemein- 
giltigkeit der Ansichten von K. Zipf (H. 187, 214, 1930), denn Freundlich 
u. Kriiger tanden, da®B selbst das hochmolekulare Alkaloid Brucin echt, 
nicht kolloidal, in der hydrotropen Fliissigkeit gelést ist. Mit der Meinung 
von Zipf sind auch die Ergebnisse von 2. Stern (diese Zeitschr. 151, 268, 
1924; 159, 192, 1925) schwer vereinbar. Wir selbst konnten fiir mehrfach 
umkristallisiertes Coffein und Natriumsalicylat keine auBerhalb der Fehler- 
grenzen liegende Anderung des pq nach Mischung der Komponenten 
(40 cem 1°,ige Coffeinldsung + 40 cem 4° ,ige Natriumsalicylatlésung) 
feststellen. Sorgfaltig gereinigtes Chloroform, das frei von jeder Spur 
Saure war, zog aus dem selben Gemisch 0,0020 g ,,Salicylsiure“ aus, wihrend 
davon durch eine vollstandige Umsetzung mit Coffein 0.2845 g¢ hatten 
chloroformléslich werden kénnen. Aus der Salicylatlésung allein, die mit 
40 cem H,O verdiinnt war, lieBen sich unter gleichen Verhaltnissen 0,0015 g 
kolorimetrisch als Salicylsiure bestimmte Substanz in Chloroform iiber- 
fiihren. Unter Beriicksichtigung dieser Menge machte das Plus von 0,0005 g 
noch nicht 2°/99 aus. 

4 7. Traube, J. Schéning u. L. J. Weber, B. 60, 1808, 1927. 
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der physikalischen Erklarung den Vorzug geben, geraten dabei aber 
in Widerspriiche zur experimentellen Erfahrung. Sie nehmen die 
Langmuirsche Regel als beherrschendes Prinzip in Anspruch und 
fiihren im groBen und ganzen die selben Gesichtspunkte an wie F'reund- 
lich und Slottman. Indem sie die von uns beschriebenen Tatsachen 
bestatigen, haben sie bei einzelInen Substanzen den Konzentrationsbereich 
der reagierenden Ingredienzien vergréBert. Mit ihren eigenen Schlub- 
folgerungen und Befunden steht es aber nicht im Einklenge, dab sie 
fiir Natriumbenzoat trotz gréBerer Oberflachenaktivitat ein schwacheres 
Lésungsvermégen gegeniiber dem Amylalkohol konstatieren, als beim 
Salicylat, das geringere Oberflichenaktivitat besitzt. Dieses einfache 
Beispiel zeigt somit bereits deutlich den EinfluB der chemischen Kon- 
stitution auf. Es paBt auch, wie Traube selbst erwihnt, schlecht zu der 
von ihm verfochtenen Anschauung, dab ein Salz mit oberflichen- 
aktivem Kation (Anilin-chlorhydrat) genau so hydrotrop wirkt wie 
ein Salz mit oberflichenaktivem Anion (z. B. Natrium-benzoat). Im 
Irrtum befinden sich J. Traube und Mitarbeiter, wenn sie angeben, daB 
die Ergebnisse unserer Hydrotropieversuche durch eine Arbeit von 
Thorin' vorweggenommen seien; aus dem seiner Zeit uns bekannten 
Referat und aus dem jetzt auch eingesehenen Original ergibt sich 
etwas ganz anderes. Der Autor hat in bezug auf Léslichkeit in wiisse- 
rigen” Salzlésungen ganz ausschlieblich und als einzige Substanz den 
fiir unsere Zwecke wenig geeigneten und deshalb alich nie verwendeten 
Athyl-dther gepriift und namentlich im Gegensatz zu uns ledig- 
lich sehr verdiinnte (0,5 n) Salzlésungen herangezogen. An diesen fand 
er, daB die aliphatischen Anionen die Léslichkeit in gleicher Weise und 
in ahnlichem Grade erniedrigten, wie es fiir anorganische Anionen (J, Br, 
Cl, F, SO,, CrO,, WoQ,) der Fall ist, wahrend die aromatischen Anionen 
die Léslichkeit erhéhten oder sehr wenig beeinflupten. Dagegen hatten 
sich unsere Untersuchungen vor allem auf wiisserige, konzentrierte 
Salzlésungen sowie auf ganz andere Substrate erstreckt. Unter diesen 
Bedingungen Leobachtets man etwas volliganderes. Beispielsweise zeigen 
die Lésungen von valeriansaurem, amylschwefelsazurem, amylphosphor- 
saurem, heptylsaurem, trichloressigsaurem* Kalium, also von alipha- 
tischen Substanzen, sehr ausgepragte hydrotropische Eigenschaften. 

AuBerdem tritt, wie von uns friiher dargetan ist, bei den konzen- 
trierten Lésungen die Art des Kations durchaus in den Hintergrund, 
indem Natrium-, Kalium-, Ammonium- und Lithium-salze praktisch 


 Zeitschr. f. phys. Chem. 89, 685, 1915; Chem. Centralbl. 1915, IT, 115. 

2 Der iibrige Teil der Versuche ist mit alkoholischen Lésungen aus- 
gefiihrt, also nicht vergleichbar. 

3 Nach R. Tambas (diese Zeitschr. a. a.O.) im hiesigen Institut ange- 
stellten Versuchen. 
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die gleichen bedeutenden Lésungseffekte ausiiben. Ferner haben wir 
hervorgehoben, daB eine Erscheinung der Hydrotropie seit fast sieben 
Dezennien bekannt war, nimlich das Lésungsvermégen diverser gallen- 
saurer Salze'. Fir die Desoxychosliure haben zuerst Wieland und 
Sorge® klargelegt, daB sie sich unzweifelhaft nach stéchiometrischen, 
also nach strukturchemischen Prinzipien mit zahlreichen Kérpern zu 
isolierbaren und gut kristallisierten Verbindungen vereinigt. Das 
gleiche gilt auch fiir die von Boedecker* aufgefundene Dioxy-cholensaure, 
die sogenannte Apo-cholsiure. Die stabilen Verbindungen dieser Sauren 
mit den verschiedensten organischen Stoffen sind nach Rheinboldt* 
als Koordinationsverbindungen (komplexe Einlagerungsverbindungen) 
charakterisiert. 

Da offenbar die Hydrotropie keineswegs auf die Gruppe der Gallen- 
siuren beschrankt, sondern bei Salzen mannigfacher Sauren der ali- 
phatischen, aromatischen. hydroaromatischen und _heterozyklischen 
Reihe vorhanden ist, kam es uns auch beziiglich der Fille, wo nicht 
durch Kristallisation der Reaktionsprodukte ohne weiteres die Ent- 
scheidung zugunsten der rein chemischen Auffassung herbeigefiihrt 
werden kann, auf die Erlangung von Anhaltspunkten fiir die Frage an, ob 
hier bestimmte, wenn auch lockere chemische Verbindungen méglich sind. 
Wir nahmen deshalb die schon vor Jahren angekiindigte und mehrfach 
unterbrochene Untersuchung des Verhaltens optisch-aktiver hydrotropi- 
scher Systeme vor, das trotz ihrer vielseitigen Beachtung bislang nicht 
gepriift worden ist. 

Nachdem wir geeignete optisch-aktive Sauren ermittelt hatten, 
gingen wir folgendermaBen vor. Die Salze der optisch-aktiven Saéuren 
wurden in verschiedenen Konzentrationen gelést, jede dieser Fliissig- 
keiten wurde einerseits mit Wasser, andererseits mit oberflachen- 
wirksamen und zugleich optisch-aktiven Nichtleitern, auf das gleiche 
Volumen verdiinnt und polarisiert. 

Als besonders geeignet erwiesen sich fiir diese Zwecke die Kalium- 
salze der Campholsduren, denen eine starke optische Aktivitat und 
wie wir jetzt feststellen —- eine groBe hydrotropische Kraft eigen ist. 
Es wurden die d-, die l- und die d, 1-Verbindungen systematisch neben- 
einander gepriift. Ferner wurden die K-Salze verschiedener Valerian- 
sduren, der |- und der d, l-Methyl-athyl-essigsiure, der Iso-\alerian- 
siure, auBerdem das den Seifen sehr nahestehende chaulmoograsaure 
sowie abietinsaure Kalium herangezogen. 


' v. Wistinghausen, Inaug.-Diss. Dorpat 1851. 

2 H. Wieland u. H. Sorge, H. 97, 1, 1916; H. Wieland, Zeitschr. f. 
angew. Chem. 42, 421, 1929. 

3 Fr. Boedecker, B. 58, 1852, 1920; B. 55, 2302, 1922. 

4 H. Rheinboldt, Ann. 451, 256, 1927; 473, 249, 1929. 
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Als oberflichenaktive Nichtleiter kamen n-Butanol, gewéhnlicher 
und racemischer Amylalkohol und fast optisch reiner d-Amylalkohol 
zur Verwendung, weiterhin auch 1, 3-Methyl-cyclo-hexanon. 


In allen diesen Fallen trat gegeniiber der einfachen Superposition 
eine unverkennbare Anderung der Drehung ein, die teilweise 1,5° betrug 
und 10°, des gesamten Drehwertes erreichte. Hierzu ist zu_be- 
merken, daB mit steigender Salzkonzentration, also mit Erhéhung der 
hydrotropischen Leistung, bzw. mit Vermehrung der auf den ober- 
flachenaktiven Nichtleiter einwirkenden Salzmolekiile eine unver- 
haltnismaBig starke Zunahme der Drehungsdinderung erfolgte. Auch 
verursachten homologe Nichtleiter von kleinerem Molekulargewicht eine 
vergleichsweise gréBere Drehungsinderung als solche von hohem 
Molekulargewicht. Ob die Drehungsinderungen den Molekiilzahlen 
entsprechen, ist noch nicht festgestellt. Eine Mutarotation, d. h. nach- 
triglicher Wechsel der einmal eingetretenen Drehungsanderung, konnte 
in keinem Falle beobachtet werden. Eine verschiedene Reaktions- 
geschwindigkeit der beteiligten Antipodenpaare ist jedenfalls bisher nicht 
offenbar geworden. Wenn Taube aiuBert, daB die physikalische und 
chemische Betrachtungsweise bei der Beurteilung der Erscheinungen 
vereinbar sind, und wenn er auf Grund des Gibbs, chen Theorems und 
der Daten von Frumkin anfiihrt, daB Grenzflichenkrafte und Valenz- 
kraifte in Zusammenhang stehen, so stimmt er mit uns iiberein. Wir 
méchten aber gerade auf Grund der vorliegenden Befunde darauf hin- 
weisen, daB eine struktur-chemische Komponente fiir die Deutung der 
hydrotropischen Effekte kaum auber Acht zu lassen ist?. 


In d- und l-campholsaurem Kalium zeigt beispielsweise der d-Amyl- 
alkohol eine Ablenkung, welche verschieden ist von der Drehung, die 
sich nach der Addition des Rotationsvermégens der benutzten Salz- 
lésungen und des aktiven Amylalkohols ergeben wiirde. Derselbe 
optisch-aktive Amylalkohol erfahrt in d, 1-Campholat nur eine minimale 
Drehungsinderung, wahrend der racemische Amylalkohol die Drehung 
der optisch-aktiven Campholate ebenfalls stark beeinfluBt. Diese 
Erscheinungen sind mit der Zuhilfenahme strukturchemischer Vor- 
stellungen am besten verstandlich. 


Wir haben namlich, wie im folgenden dargelegt wird, Beeinflussungen 
des Drehungsvermégens sowohl der optisch-aktiven hydrotropischen 
Salze als des aktiven Amylalkohols durch Faktoren des geanderten py, 
der Viskositat und des Associationsgrades ausgeschlossen. 


' DaB die physikalische Adsorptionstheorie nicht ausreicht, kann man 
der Untersuchung von G. Watzadse (Héber) entnehmen; siehe Ptliigers 
Arch, 222, 640, 1929. 


Biochemische Zeitschrift Band 229. 
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Es sind Fille bekannt, daB die spezifische Drehung durch Wechsel 
der Wasserstoffionen-Konzentration! und der Viskositaét? beeintrachtigt 
wird. Wir haben aber festgestellt, da&B Lésungen von campholsaurem 
Kalium das gleiche Drehungsvermégen besitzen, einerlei ob man sie 
mit dem 1!.fachen Volumen n KOH oder dem gleichen Quantum 
Wasser vermengt. 


Die hydrotropischen Mischungen sind naturgemaB viskoser als 
ihre Komponenten. Deshalb verdiinnten wir Lésungen von Kalium- 
campholat auf gleiche Volumina mit Wasser, mit 20° ,iger Lésung 
von 6lsaurem Kalium und mit dicker Natron-Wasserglas-lésung. Auch 
dabei bliel, die Drehung gleich. 


Fliissiger Amylalkohol ist, wie Guye und Aston? angegeben haben, 
eine Mischung von C,H,,O mit (C;H,,0),. Die Méglichkeit, daB 
eine etwa durch die starken Salzlésungen erfolgende Verkleinerung oder 
Vergr6Berung des Associationsgrades eine unsere Befunde beriihrende 
Drehungsinderung hervorrufen wiirde, konnte dadurch ausgeschaltet 
werden, da8 Parallelversuche mit der d, l-Verbindung angestellt wurden 
und keine wesentlichen Ausschlage lieferten. 


Die Struktur der in den hydrotropischen Systemen vorliegenden 
Verbindungen ist naturgemaB schwer zu erschlieBen. 


Bei den hydrotropischen Lésungen von hoéheren Alkoholen 
kann man u. a. an eine schon friiher in Erwaigung gezogene An- 
lagerung des Alkohols an das hydrotropisch wirkende Salz etwa im 

OM 
Sinne von Derivaten des Orthohydrats ( otwa RCA OH ) denken 4, 
OR, 
DaB mit zunehmender Verdiinnung solche Gebilde zerfallen, stimmt 
durchaus zu den allbekannten Erfahrungen (Claisen, Nef, Scheibler, 
Wislicenus). Bereits fiir die gewéhnlichen Lésungen stehen chemi- 
sche Verbindungen zwischen Solvens und gelésten Stoffen zur selbst- 
verstiindlichen Diskussion. Auch sind in der ilteren wie neueren 
Literatur viele Untersuchungen iiber den Einflu8  physikalischer 
Bedingungen auf die GréBe des Drehungsvermégens geléster Stoffe 
und speziell iiber den EinfluB verschiedener Lésungsmittel auf das 
spezifische Drehungsvermégen niedergelegt. Ein besonders  sinn- 


1 EB. Vellinger, Chem. Centralbl. 1927, I, 2039 u. 2396. 

2 P. u. J. Achalme, C. r. 182, 1539, 1926. 

® Ph. A. Guye u. E. Aston, C. r. 125, 819, 1897. 

4 Vgl. in Analogie hierzu: H. Meerwein u. Th. Bersin, Ann. 476, 
113, 1929. 
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filliges Beispiel ist von Newberg und Hirsch! beschrieben, in dem 
das Phenylhydrazon des Phenyl-acetyl-carbinols in Benzol und in 
Alkohol entgegengesetzt drehte, so daB eine Drehungsdifferenz von 
mehr als 380° obwaltet; andere erhebliche Unterschiede haben 
Aschan und Ekholm* sowie Pringsheim und Routala® beobachtet. 
Besonders ist auf die Untersuchung von Griin und Limpdcher* zu 
verweisen. Diese Autoren haben z. B. bei den Kaliumsalzen der 
d- und l-x, /-Distearin-schwefelsiure und -phosphorsiure tiberaus 
starke Drehungen in Lésungen unterhalb 35° gefunden, wéahrend 
die Ablenkungen bei Erwarmung auf etwa 40° minimal wurden. 
Obwohl es sich dabei um Bildung und Zerfall von labilen Aggregaten 
handeln kann, ist es nicht ausgeschlossen, daB hier z. B. der Uber- 
gang einer bestimmten Verbindung zwischen Solvens und Substrat, 
die bei niedriger Temperatur bestaindig ist, in andere Kombinationen 
vorliegt. Jedenfalls kommt eine Betaitigung von Nebenvalenzen zum 
Ausdruck. 


In diesem Zusammenhange sei eine weitere Beobachtung erwahnt, 
die, wie wir glauben, indirekt zugunsten der chemischen Theorie der 
Lésungen spricht. 


Doppelverbindungen von Methyl-xanthin-salzen mit verschiedenen 
organischen und einigen anorganischen Salzen finden arzneiliche Ver- 
wendung. Fiir mehrere dieser Stoffe wird der Verbindungs-charakter 
angenommen®. Wir haben daher gepriift, ob der Zusatz einer starken 
Lésung von Theobromin-Kalium die spezifische Drehung einer Lésung 
des campholsauren Kaliums dndert, und haben gefunden, daB dies 
in betraichtlichem Grade der Fall ist. Die Postulierung einer Reaktion, 
bei der durch doppelte Umsetzung etwa campholsaures Theobromin und 
freie Kalilauge entstehen kénnten, war dabei abzulehnen, da sich die 
OH-Ionen-konzentration nicht nachweisbar anderte. 


Fir die geschilderten, optischen Befunde, insbesondere fiir die 
Antipoden-Versuche, ist somit die Annahmg einer Bildung von An- 
lagerungsprodukten aus hydrotropischem Salz und geléstem Stoff 
eine befriedigende Erklirung. Denselben ist dann naturgema ein 
anderes Drehungsvermégen eigen, als sich fiir ein Gemenge ihrer 
Komponenten berechnet. 


1 C,. Neuberg u. J. Hirsch, diese Zeitschr. 115, 299, 1921. 

2 O. Aschan u. K. E. Ekholm, Ann. 424, 138, 1921. 

3 H. Pringsheim u. O. Routala, Ann. 450, 255, 1926. 

4 Ad. Griin u. R. Limpdcher, B. 60, 255, 266, 1927. 

5 Siehe bei S. Frankel, Arzneimittelsynthese, VI. Aufl.. 1927, S. 818 
und 819, 
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Experimentelles. 


Die nebeneinander zu polarisierenden Gemische hatten stets einander 
entsprechende Zusammensetzung und wurden immer auf das _ gleiche 
Volumen mit Wasser aufgefiillt, so daB eine Mischungskontraktion nicht 
zu beriicksichtigen war. 

Fiir alle Versuche wurden die selben, mit Zuckerlésung gegeneinander 
vermessenen Drehungsrohre sowie die gleichen (Normal-) Pipetten und 
MeBkolben verwendet. Die Versuche wurden mit vertauschten Polari- 
sationsrohren und teilweise auch mit umgewechselten MeBgeraten mehrtach 
wiederholt. 

Die angegebenen Zahlen sind keine Mittelwerte, sondern Ergebnisse 
der unter allen Kautelen ausgefiihrten und identisch verlaufenen Be- 
stimmungen. 


Versuche mit d-, l- und d, l-campholsaurem Kalium. 


Die drei Campholsduren  (Tetra-methyl-cyclopentan-carbonsiuren ) 
wurden aus den zugehérigen drei Borneolen in Anlehnung an die Angaben 
von Guerbet! bereitet. Sie besaBen die beschriebenen Eigenschaften. 

Die Kalium-salze, Cy)Hy,0,K, sind sehr lésliche, aber nicht hygro- 
skopische Stofte?; ihre wasserigen Lésungen wirken kraftig hydrotropisch. 

Der starkdrehende Amylalkohol war nahezu reines d-Methyl-iathy!- 
carbin-carbinol, das bekanntlich lavogyr ist®. Er wurde zur Riickgewinnung 
jeweils aus den schwach alkalisch gemachten sowie verdiinnten Salzlésungen 
mit Ather ausgeschiittelt, getrocknet und am Birektifikator fraktioniert. 

Der racemische Amylalkohol wurde durch 48stiindiges Erhitzen der 
optisch-aktiven Natrium-verbindung im Bombenrohr auf 210° bereitet und 
wie iiblich abgeschieden. Kp ,;9: 129°; [x]? + 0.01°. 


Kalium-salze der Campholsiuren (etwa 40°,ig) + ,,[so-amylalkohol**. 





d, 1- d- l- 


5,0cem campholsaures Kalium + 5,0 cem 


Wasser, Drehung im 2-dem-Rohr .. . 0° + 15.589 — 15,31° 
,lso-amylalkohol*, halber Wert der ohne Zu- 
siitze im 2-dem-Rohr beobachtet. Drehung — 0,95 — 0,95 — 0,95 
Summe: — 0,95 + 14,6: — 16,26 
5,0 cem campholsaures Kalium + 5,0 cem 
,Iso-amylaikohol*, Drehungi. 2-dem-Rohr — 0,91 + 15,56  — 17,26 
Drehungsanderung A: L 0,04 + 0,93  — 1,00 


1 M. Guerbet, Chem. Centralbl. 1908, IT, 710; 1909, I, 656 und 1562. 

2G. Malin, A. 145, 202, 1868; M. Guerbet, Ann. chem. [7] 4, 
306, 1895. 

3 W. Marckwald, B. 35, 1601, 1902. 

4 Zu einem Teile der Versuche diente gewéhnlicher linksdrehender 
..[so-amylalkohol“, der ein Gemisch von d-Sekundarbutyl-carbinol und 
Iso-butyl-carbinol ist, wie es sich im Fuselél vorfindet. Dieser ,,[so- 
amylalkohol war nach Vorschrift gereinigt und destilliert; er war voll- 
kommen neutral. 
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Kalium-salze der Campholsiuren (etwa 50°,ig) + .,lso-amylalkohol* 





d, |- d- l- 


5.0cem campholsaures Kalium + 5,0 cem 


Wasser, Drehung im 2-dem-Rohr . . . (je - 19,659 = — 19,259 
,lso-amylalkohol*, halber Wert der ohne Zu- 
sitze im 2-dem-Rohr beobachtet. Drehung — 0,95 — 0,95 0.95 
Summe: 0,95 + 18,70 20,20 
5,0cem campholsaures Kalium + 5,0 cem 
.Iso-am ylalkohol*, Drehung i. 2-dem-Rohr — 0,88 + 20,24 21,70 
Drehungsanderung —~: + 0,07 + 1,54 — 1,50 
Kalium-salze der d-Campholséiure -— racemischer Amylalkohol. 





Drehung 
im 2-dem-Rohr 


5,0¢em d-campholsaures Kalium (ca. 40° ig) + 5,0 cem 
ee grees ae mire eer ae + 18,08° 
5,0 cem d-campholsaures Kalium (ca. 40°,ig) + 5,0cem Wasser 16.60 


Drehungsinderung —~: + 1,48 


d-Campholsaures Kalium + d-Amylalkohol. 





Drehung 
im 2-dem-Rohr 


= } 
5,0 cem d-campholsaures Kalium (ca. 40°, ig) + 5,0cem Wasser + 16,55° 
5,0 , d-Amylalkohol + 5,0cem Kalium-benzoat* (40 %ig) 3.95 
Summe: + 12,60 


5,0cem d-campholsaures Kalium (ca. 40°%ig) + 5,0cem 


d-Amylalkohol no aa ene 13,15 
Drehungsinderung 4: 0,55 


* Dieses Hydrotropikum ist verwendet im Hinblick auf eine etwaige Anderung des Asso- 
ziationsgrades (s. S.472) von Amylalkohol durch die Salzlisungen; beide Salze hatten 
ungefdhr gleiches Molekulargewicht. 


d-Campholsaures Kalium n-Butanol. 
Der synthetische inaktive Alkohol war mit Alkali gereim t und 
destilliert. Kp.: 116 bis 117°. 





Drehung 
im 2-dem-Rohr 


5,0cem d-campholsaur. Kalium (ca. 32%, ig) + 5,0cem n-Butanol + 14,04° 
50 ,. _ . (, 32%ig)+ 5,0 , Wasser + 13,04 
Drehungsanderung ~~: 1,00 





Drehung 
im 2-dem-Rohr 


5,0 cem d-campholsaures Kalium (ca. 35S \ig)+5,0 cem n-Butanol + 15,52° 
5,0 , . » (€ 35%ig)+5.0 . Wasser + 14,06 
Drehungsinderung J: + 1.46 
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1-Campholsaures K + Athylalkohol. 





Drehung 
im 2-dem-Rohr 


5,0 ccm l-campholsaures Kalium (ca. 27 % ig) + 5,0cem Athanol — 11,33° 

59 , ‘4 » (y 27%ig)+5,0 , Wasser — 10,18 
Drehungsinderung +: — 1,05 

d-Campholsaures Kalium -- 1, 3-Methyl-cyclo-hexanon (inakt., synth.). 


Das m-Methyl-cyclo-hexanon (1, 3) wurde aus reinem m-Methyl-cyclo- 
hexanol durch Oxydation mit Chromsaure-mischung! gewonnen und iiber 
die Bisulfit-verbindung gereinigt. Kp,5,: 169°. 





Drehung 
im 2-dem-Rohr 


7,0 com d-campholsaures Kalium (ca. 50%ig) + 3,0 cem Keton +- 27,85° 
1” 3 ‘ » Cy 50%ig)+3,0 , Wasser +- 26,76 
Drehungsainderung J: | + 1,99 


1-Campholsaures Kalium + KOH. 





Drehung 
im 2-dem-Rohr 


4,0 ccm 1-campholsaures Kalium (ca. 45% ig) + 6,0cem n-K OH — 14,17° 
= me ~ (Cy, 45%ig)+6,0 , HO —- 14,23 
Drehungsinderung 4: - 0,06 


d-Campholsaures Kalium -- élsaures Kalium. 





Drehung 
im 2-dem-Rohr 


5,0cem d-campholsaures Kalium (ca. 30°,ig) + 5,0 ccm 





dlsaures Kalium (ca. 20%ig) ..........2.. + 11,83° 
| 5,0 cem d-campholsaures Kalium (ca. 30°,ig) + 5,0cem H,O + 11,84 
Drehungsanderung .!: — 0,01 
]-Campholsaures Kalium + Na-Wasserglas + KOH. 
Drehung 


im 2-dem-Rohr 


2.5¢em l-campholsaures Kalium (ca. 30%ig) + 0,5 cem 


4n KOH + 7,0cem Natriumsilicat . 2... 2... — 5,78° 

2,5cem l-campholsaures Kalium (ca. 30% ig) + 0.5 ¢em 
4nKOH + 7,0 cem Wasser ee ar ee ae a 5,84 
Drehungsinderung ~/: 0,06 


' BE. Knoevenagel, A. 297, 154, 178, 1897. 
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d-Campholsaures Kalium + Theobromin-Kalium. 





Drehung 
im 2-dem-Rohr 


4,0cem d-campholsaures Kalium (ca. 40%ig) + 6,0 cem 
} 


Theobromin-Kalium (8 zu 17). . + 12,35° 
4,0 eem d-camphols. Kalium (ca. 40° cig) +6,0cem n/1O KOH + 13,19 
Drehungsanderung 4: 0,84 


Versuche mit ,,iso-valeriansaurem“ Kalium und methyl-dthyl-essigsaurem 
Kalium. 


Die d, l-Methyl-dthyl-essigséure wurde aus Methyl-ithyl-malonsiure 
gewonnen!. Kp 59: 176°. 

Zur Bereitung der optisch-aktiven Form? unternahmen wir die Spaltung 
iiber das Brucinsalz; um den Materialaufwand zu beschranken, begniigten 
wir uns mit einer l-Saéure von [a]p: — 9,42°. 


,.Jso-valeriansaures** Kalium®. 





Drehungen im 2-dem-Rohr 


Lisung 8:12 


Lisung 8:15 (53 °/9 ig) (67 Jo ig) 
5,0cem ,iso-valerians.* K + 5,0cem Wasser + 0,87° + 0,85° + 1,11° 
5,0 , d,l-methyl-athyl-essigs. ——-" 

ylso-amylalkohol* . . — 1,01 1,01 1,01 
Summe: — 0,14 — 0,16 + 0,10 
5,0 cem ,iso-valerians.“ K —~ 5,0 cem ,Iso- 
I 5, ei Sw ie cee we He — 0,39 ~ 0,38 0,35 
Drehungsanderung A: — 0,25 — 0,22 — 0,45 
,,lso-amylalkohol“. 
Drehung dieses Praparats ohne Zusatz im 1-dem-Rohr 1,02°. 





Drehung 
im 2-dem-Rohr 


5,0 cem ,Iso- amylalkohol* +5,0cem d, aad 


saures K (ca. 53% ig) . . — 1,01° 
5,0 cem ,,Iso- amylalkohol* + 5,0cem d, 1-methyl- ~iithyl- ~essig- 
ge Se a ee ec eae eae ~ 1,01 
3,0 cem ,Iso-amylalkohol* + 7,0cem Athanol . . — 0,64 
a0 . Me + 7,0 , Kalium- -benzoat (40%ig) — 0,54 
30 , ee +7,0 , Kalium-salicylat(40 , ) 0.51 
So. i + 7,0 , oleins. K 1:6(ca.17, ) a) — 0,64 
8) — 0,65 
Berechnet fiir ein Verhaltnis 3:10 verd. ,Iso-amylalkohol* 0,61 


1 K.v. Auwers u. R. Fritzweiler, A. 298, 167, 1897. 

2 W. Marckwald u. O. Schiitz, B. 29, 53, 1896; W. Mareckwald, B. 32, 
1089, 1899. 
3 Partiell aktives Priparat von Kahlbaum. 
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1-Methyl-iithyl-essigsaures Kalium + ,,Iso-amylalkohol". 





Drehung 
im 2-dem-Rohr 


5,0 cem |-methyl-athyl-essigs. K (ca. 40%ig) + 5cem Wasser 1,78° 
50 , Amylalkohol + 5,0 eem indifferentes Solvens. Er- 
ee Be eats ie ited ba ‘ — 1,02 
Summe: 2.80 
5,0 cem |-methyl-athyl-essigs. K (ca. 40° ig) + 5.0cem ,Iso- 
I Sess SOS PAN gee gee Se 2,22 
Drehungsanderung 1: + 0,58 


1-Methyl-athyl-essigsaures Kalium + d-Amylalkohol. 





Drehung 
im 2-dem-Rohr 


7,25 com l-methyl-athyl- -essigs. K (ca. 30% ig) + 2,75cem H,O — 1,95° 
7,25 d, l- methyl- ith yl- -essigs. K (ca. BO) + 2.4 ecm 
d- Amylalkohol + 0,35 cem H,O . a 1.84 
Summe: 3.79 
7,25 cem 1-methyl-athyl-essigs. K (ca. 30° ig) + 2.4 cem oct 
d-Amylalkohol + 0,835eem HpO ... 2... 2... 3,50 
Drehungsanderung ~~: + 0,29 


Versuche mit Chaulmoograsdure. 
CH=—CH 
| YCH(CHg),9. COOH. 

CH,—C Hy’ 

Die Chaulmoograsiure wurde aus einem von Merck bezogenen .,Oleum 
Gynocardiae (Chaulmoogra)*“* nach dem fiir die Darstellung kleinerer 
Mengen geeigneten Verfahren von Power und Gornall' bereitet. Sie bildete 
groBe, perlmutterartige geruchlose Blatter, die bei 69° schmolzen. 0,3892 ¢ 


in 10cem Chloroform drehten im 1-dem-Rohr -— 2,39°. [|p - 60°. 
Power und Gornall (1. ce.) geben [x] p + 56° an, und Shriner und Adams? 
[x]p = + 62,49 sowie F = 68,5°. 


Die Saure wurde nach Power und Gornall in ihr Kalium-salz iibergefiihrt. 


Chaulmoograsaures Kalium + ,,Jso-amylalkohol*. 





Drehungen im 2-dem-Rohr 


7,0 cem chaulmoogras. K* + 3,0 cem Wasser + 8.76° + 9,08° + 950° 
7,0 , Kaliumoleinat**(1:6)+ 3,0cem ,Iso- 
amylalkohol*® . .. . . aici mans — 0,64 — 0,64 0,64 
Summe: + 8,12 + 8.44 + $8.86 
7,0 com chaulmoograsaures K + 3,0 ccm 
ylso-amylalkohol* .......2... + 9,08 + 9,54 +10,22 : 
Drehungsanderung |}: + 0,96 + 1,10 + 1,36 


* Die Lisungen in den drei Versuchsreihen waren etwa 17 bis 18,5 °/gig. 
** Vgl. hierzu Bemerkung S. 475. 


' F. B. Power u. F. H. Gornall, Soc. 85, 844, 1904. 
2 R.L. Shriner u. R. Adams, Amer. Soc. 47, 2727, 1925. 
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Chaulmoograsaures Kalium n-Butanol. 
Drehung 
im 2-dem-Rohr 
7,0cem chaulmoograsaures K (ca. 1:6) + 3,0cem Wasser . + 854° 
iw ‘i K (ca. 1:6) + 3,0 , n-Butanol + 9.46 
Drehungsanderung J: + (),92 


Versuche mit abietinsaurem Kalium. 


Reine Abictinsdure wurde unter Verwertung der neuesten Erfahrungen 
von Paul Levy? aus Kolophonium gewonnen; sie war nach zweimaligem 
Umbkristallisieren aus absolutem Alkohol véllig rein. 


Abietinsaures Kalium n-Butanol. 





Drehung 
im 2-dem-Rohr 


6.5 cem abietinsaures K ( ca. 1:7) + 3,5¢em n-Butanol . 10,63° 
ow +, “ << 1:7)+3,5 ., Wasser .. — 12,17 





Drehungsinderung 4: + 1,54 


1 P. Levy. B. 61, 616, 1928; vgl. auch die Angaben der Ruzicka schen 
Schule. 


Berichtigung 
zu der Arbeit von Parnas, Lewinski, Jaworska und Umschweil, 


Uber den Ammoniakgehalt und die Ammoniakbildung im Frosehmuskel. VIL 


Diese Zeitschr. 228, 366, 1930. 


Die Tabelle IV, S. 381, ist beim Umbruch sinnstérend verschoben 
worden. Sie gehért auf 8. 382, unter die Zeile 6 von oben. 

S. 367, FuBnote 2, Zeile 1 von unten: statt master hat zu stehen 
muster. 

S. 385, Zeile 2 von unten: statt Endwerte hat zu stehen Grundwerte. 

S. 384, Zeile 11 von unten: statt 0,015 mg-°,, hat zu stehen 
0,045 mg-°,. 


S. 392, Zeile 25 von oben: nach Sekunde hat zu stehen Endklammer. 
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